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Résumé
De façon similaire aux récepteurs des cytokines de Type I et II, les récepteurs couplés aux
protéines G hétérotrimériques (GPCRs) activent la voie des Janus kinases et des Signal
Transducers and Activators of Transcription (STATs). Cependant, contrairement aux
récepteurs des cytokines, les mécanismes précoces d’activation de cette cascade de
signalisation par les GPCRs sont différents. Les données présentées dans cette thèse
montrent que la stimulation des récepteurs ATÏ et PAR-Ï mène à l’activation des Jaks 1, 2
et Tyk2, ainsi qu’à l’activation des STATs 1 et 3. Alors que l’activation de STAT1 par
l’Angiotensine II (Ang II) est rapide, faible et soutenue et qu’elle corrèle avec l’activation
rapide des Jaks, celle de STAT3 est biphasique. Son activation rapide corrèle aussi avec
l’activation rapide des Jaks alors que la seconde phase d’activation requiert l’expression
d’un facteur autocrine possiblement une cytokine de la famille de l’IL-6. L’activation
rapide et soutenue ainsi que l’activation biphasique de la voie Jak/STAT par les GPCRs
nécessitent l’action de Rac, une petite protéine G de la famille Rho. Nous proposons que
l’activation rapide de la voie Jak!STAT par les GPCRs emprunte une cascade de
signalisation dans laquelle Rac active la NADPH oxydase ce qui a pour effet d’augmenter
la génération de radicaux libres oxygénés (Reactive Oxygen Species, ROS). Ces derniers
inhibent l’action de Protéines Tyrosine Phosphatases ce qui pennet au Jaks de
s’autophoshoryler et/ou de se transphosphoryler et finalement de phosphoryler et d’activer
les STATs. L’activation de Rac mène aussi à l’activation d’autres effecteurs conmie la
Rho-kinase qui pourrait permettre la synthèse de cytokines de la famille de l’IL-6 qui
transmettent leur signal par le truchement de la voie Jak/STAT. Alors que les récepteurs
couplés aux protéines Gqit i ou bien G10 conduisent à l’activation rapide des Janus kinases,
les récepteurs couplés aux protéines G en sont incapables. Au contraire, l’activation de ces
récepteurs ou bien l’augmentation d’AMP cyclique dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMCs) inhibe l’activation rapide des Jaks par l’Ang II. De plus, l’élévation
d’AMP cyclique dans les VSMCs empêche la croissance induite par l’Ang II. Finalement,
l’augmentation d’AMP cyclique induit des changements morphologiques majeurs nommés
arborisation. Ces changements de morphologie sont associés à l’inhibition de Rac et à sa
capacité d’activer la Rho-Kinase. Ensemble, nos résultats indiquent que l’activation de la
petite protéine G Rac conduit à l’activation de multiples cascades de signalisation dont la
voie Jak/STAT. A l’inverse, son inhibition par l’AMP cyclique conduit à l’inhibition de
plusieurs processus requérants son activité comme la migration, la croissance ainsi que la
contraction des VSMCs.
Mots-clés Récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs), Janus Kinases, Signal
transducers and activators of transcription (STATs), GTPases Rho, RhoA, Rad, Cdc42




In common with cytokine receptors and Receptor Tyrosine Kinases (RTK5), G protein
coupled receptors (GPCRs) signal to Janus kinases (Jaks) and signal transducers and
activators of transcription (STATs). However, by contrast to cytokine receptors, we show
here that the early biochemical events linking GPCRs to this signalling pathway are
different. Here, we report that GPCR engagement, by Angiotensin II (Ang II) or thrombin,
induces a rapid and direct activation of Jaki, 2 and Tyk2, and the subsequent activation of
STATs I and 3. While the tyrosine phosphorylation ofSTATY is rapid, weak and sustained,
and correlates with the rapid activation of Jaks, the activation of STAT3 is biphasic. On one
hand, the first peak is rapid, weak and correlates with the rapid activation ofthe Jaks by the
GPCRs. On the other hand, the second peak requires the synthesis of an autocrine factor,
most likely a member of the IL-6 family of cytokines. Both the rapid and late activation of
Jaks and STATs by GPCRs require the activity of Rac, a Small GTPase of the Rho family.
We propose that activation ofRac by GPCRs engagement and the subsequent generation of
Reactive Oxygen Species (ROS) lead to the inhibition of Protein Tyrosine Phosphatases
and the autophosphorylation of the Jaks. This leads to the activating tyrosine
phosphorylation of STATs. Rac activation also leads to the activation of other effectors,
such as the Rho-kinase, to promote the synthesis of an autocrine factors also activating the
JakJSTAT pathway. WhiÏe GqIl 1 and Gi/o protein-coupled receptors (Gq/1 1, Gi/oPCRs)
rapidly activate Janus kinases in VSMCs, Gs protein-coupled receptors (GsPCRs) failed to
do so. On the contrary, cyclic AMP signalling impairs rapid activation of Janus Kinases by
Mg II. In VSMCs, agents that raise cyclic AMP levels antagonize the hypertrophic effect
of angiotensin II and other vasoactive factors. Cyclic AMP elevation also inhibits the
chemotactic response of arterial smooth muscle cells to angiotensin II and opposes its
vasoconstrictor action. We report here that these vascular effects of cyclic AMP are
associated with inhibition of Janus kinases activity and modulation of tyrosine
phosphorylation signalling. In addition to these effects, cyclic AMP elevating agents also
induce profound morphological changes refened to as arborization. We show here that
arborization of vascular SMCs in response to cAMP elevating agents is basically due to
inhibition of Rac by the second messenger. Taken together, we found that the small GiPase
Rac plays a central role in the activation of the Jak!STAT pathway and inhibition of its
activity by cyclic AMP signaling interferes with Ang II-induced Jak activation.
Furthermore, inhibition of Rac by cyclic AMP also affects many processes that require Rac
activity such as cell growth, migration and contraction.
Keywords: G Protein-Coupled Receptors (GPCRs), Janus Kinases, Signal Transducers and
Activators of Transcription (STATs), Rho GTPases, RhoA, Rad, Cdc42, Rho-kinase,
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Introduction
Les différentes cellules qui composent les organismes pluricellulaires fonctionnent de
concert afin de former un seul individu à part entière. Pour fonctionner ensemble, ces
cellules doivent interagir entre elles. Ce type d’interaction repose sur un système de
communication intercellulaire par lequel un processus localisé à un endroit du système se
transmet au reste de l’organisme. Chez les animaux, cette communication intercellulaire est
médiée par l’action combinée de plusieurs messagers primaires que sont les hormones,
neurotransmetteurs, autacoïdes etc. Ces messagers intercellulaires sont des molécules
parfois simples, corne l’adrénaline, parfois très complexe comme des entités protéiques.
Ces divers messagers cellulaires ne pénètrent généralement pas leurs cellules cibles. Leur
message franchit la membrane plasmique par le truchement de protéines membranaires
nommées récepteurs (R). L’activation de ces récepteurs conduit à l’activation de plusieurs
autres protéines à l’intérieur de la cellule. Ces protéines intracellulaires vont à leur tour
activer d’autres protéines qui à leur tour activeront d’autres protéines et ainsi de suite
jusqu’à ce que le message véhiculé par le messager primaire se rende au différents
compartiments cellulaires. Ces cascades d’activation successive portent le nom de voie de
signalisation.
Les différents récepteurs sont des protéines qui possèdent non seulement un domaine de
liaison aux messagers primaires mais aussi un domaine effecteur qui permet l’activation de
différentes cascades de signalisation. Certains récepteurs possèdent une activité
enzymatique comme les récepteurs protéine tyrosine kinases (RTK), les récepteurs protéine
sérine/thréonine kinases (RSTK), les récepteurs à activité protéine tyrosine phosphatase
(RPTP), les récepteurs à activité guanylate cyclase. On y retrouve aussi des récepteur
canaux ioniques comme le récepteur nicotinique, le récepteur GABAA de l’acide gamma
aminobutyrique et les récepteurs des acides aminés glycine, aspartate et glutamate. Les
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messagers primaires activent aussi la très grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G hétérotrimériques (GPCR5) qui agissent en facilitant la liaison du GTP aux
différentes protéines G hétérotrimérique auxquels ils sont couplés à la membrane. Alors
actives, ces protéines intéragissent avec plusieurs effecteurs comme des phospholipases,
des adénylate cyclases et des canaux ioniques afin de les activer ou de les inhiber. Certains
messagers primaires s’associent aussi à des protéines cytoplasmiques comme les récepteurs
nucléaires qui sont en fait des facteurs de transcription. Il existe aussi des récepteurs qui
n’ont pas d’activité enzymatique en soi, mais qui sont associés en perrnanance à des
enzymes, principalement des kinases comme les récepteurs des cytokines ainsi que les
récepteurs des cellules T et B.
Souvent, les différents récepteurs activent préférentiellement des voies de signalisation qui
leurs sont propre. Par exemple, l’activation de la voie des Janus kinases (Jaks) et de Signal
Transducers and Activators of Transcrzption (STAT) (la voie Jak!STAT) sont activées par
les récepteurs des cytokines. De même, les protéines G hétérotrimériques sont activées par
des Récepteurs Couplés aux Protéines G hétérotrimériques (GPCRs, de l’anglais G Protein
Coupled Receptors). Cependant, des études récentes brouillent les cartes.
1.1. LA VOIE JAKISTAT
Les interférons (IFNs) et les cytokines sont des messagers intercellulaires qui sont
responsables d’une grande variété de réponses cellulaires (Leonard & O’Shea, 1998). Au
cours de la dernière décennie, des études extraordinaires ont mis en évidence l’existence de
la principale voie de signalisation empruntée par ceux-ci. Cette voie de signalisation
implique des familles de protéines bien distinctes, connues aujourd’hui sous le nom de Jaks
(anus kinases) et de STATs (signal Transducers and Activators of Transcription)
(Darnell, Ir. et al., 1994; Ihle et al., 1995; Bach et al., 1997; Horvath & Darnell, 1997;
O’Shea, 1997). Les Jaks sont des protéines tyrosine kinases (PTKs) cytoplasmiques alors
que les STATs sont des facteurs de transcription. La voie de signalisation Jak!STAT est le
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principal mécanisme de transmission de signaux des interférons de Type I (IfNa/13) et de
Type II (IFNy), ainsi que de toutes les cytokines dont les récepteurs font partie de la
superfamille des récepteurs des cytokines. Les cytokines de Type I comprennent les
cytokines à courtes chaînes; les Interleukines (IL) -2, -3, -4, -5, -7, 9, -13 et -15, le
GranuÏocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF), et les cytokines à longues
chaînes; l’IL-6, l’IL-l 1, l’Oncostatine M (OSM), le Ciliaiy Neutrophic Factor (CNTF), la
Cardiotrophine-1 (CT-1), l’hormone de croissance LGrowth Hormone, GH), la Prolactine
(Prl), l’Erytbropïetine (EPO) et finalement la thrombopoïetine. Les cytokines de Type II
sont représentées par les interférons Œ, et y (Voir Tableau 1.1).
1.1.1. Les Janus Kinases.
Chez les mammiferes, quatre (4) Jaks ont été identifiées et les récentes données provenant
du séquençage du génome humain indiquent qu’elles sont et seront les seules Jaks chez les
mammifères (Leonard & O’Shea, 199$). Ces Jaks sont nommées Jaki, Jak2, Jak3 et Tyk2.
Tyk2 a été la première tyrosine kinase de cette famille à être clonée. Son clonage fut réalisé
par le criblage de cDNA provenant de lymphocytes T en utilisant une sonde correspondant
au domaine catalytique de c-fms (Krolewski et al., 1990) alors que ses congénères ont été
identifiées par PCR à partir de séquences conservées du domaine catalytique des PTKs
(Wilks et al., 1991; Harpur et al., 1992; Rane & Reddy, 1994; Takahashi & Shirasawa,
1994; Kawamura et al., 1994; Witthuhn et al., 1994; Gumiak & Berg, 1996). En générale,
les Janus kinases Jaki, Jak2 et Tyk2 sont exprimées de façon ubiquitaire alors que
l’expression de Jak3 semble être confinée au système immunitaire. De plus, son expression
peut varier d’une cellule immunitaire à une autre. Par exemple, l’expression de Jak3 est
constitutive dans les cellules NK (atural Killer) et dans les thymocytes alors qu’elle est
inductible dans les lymphocytes B et les cellules myéloïdes (Kawamura et al., 1994;
Tortolani et al., 1995; Musso et al., 1995; Gumiak & Berg, 1996; Sharfe et al., 1997). En
plus du système immunitaire, Jak3 est exprimée dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMCs de l’anglais Vascutar Smooth Muscle Celis) ainsi que dans les cellules
endothéliales (Verbsky et al., 1996).
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1.1.1.1. Structure des Jaks
Les Jaks sont des protéines tyrosine kinases d’environ 1200 acides aminés (a.a.) possédant
une masse relative apparente (Mr) se situant entre 120 et 130 kilo Daltons (kDa). La
principale caractéristique des de ces enzymes est la présence d’un domaine kinase
fonctionnel et d’un domaine kinase non fonctionnel (domaine pseudokinase). Cette étrange
caractéristique est à l’origine de son nom: Janus kinase, tout comme le dieu romain Janus,
gardien des portes du ciel, qui avait un visage à deux faces. Par contre, certains diront que
Jak est un acronyme pour Just another kinase. En plus de ces deux domaines, plusieurs
autres segments de ces protéines sont semblables et portent le nom de domaine
d’homologie des Jaks (Jak Hornology dornains, JHs). Sept (7) régions ont été identifiées et
nommées IH1 à 1F17. Alors que le domaine JH1 (le domaine catalytique de la protéine) est
relativement bien caractérisé, la fonction des autres domaines reste encore nébuleuse
(Figure 1.1).
1.1.1.1.1. Le domaine JH1
Le domaine IH1 des Jaks possède toutes les caractéristiques essentielles d’un domaine
kinase typique. En effet, la mutation de la lysine responsable de la liaison de l’adénosine
triphosphate (ATP), située dans le sous-domaine II du domaine kinase, prévient toute
activité catalytique (Guschin et al., 1995; Gauzzi et al., 1996; Gumiak & Berg, 1996;
Briscoe et al., 1996; Feng et al., 1997; Zhou et al., 1997). En plus de cette lysine, les
tyrosines situées dans la boucle activatrice de l’enzyme jouent un rôle crucial dans la
régulation de l’activité enzymatique de la kinase. Les données structurales recueillies suite
à l’analyse du cristal du récepteur de l’insuline ont permis d’établir un modèle d’activation
général des PTKs (Hubbard et al., 1994). En fait, à l’état non-phosphorylée, la boucle
d’activation empêche le substrat d’accéder au site catalytique. Une fois la tyrosine
phosphorylée, l’enzyme présente une conformation plus «ouverte» et permet au substrat
d’accéder au site catalytique (Hubbard et al., 1994). En ce qui concerne les Janus kinases,
plusieurs sites d’autophosphorylation ont été identifiés, y compris les tyrosines de la boucle
activatrice (Jakl -Tyrl 012/1013, Jak2-Tyrl 007/1008, Jak3-Tyr980/98 1 et Tyk2-
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Tyr105411055) (Gauzzi et al., 1996; Feng et al., 1997; Zhou et al., 1997). Pour Jak2, la




JZ Kinase-Like Kinase -c
Figure 1.1. Structure des Janus Kinases. A. Représentation en ruban de la Janus kinase Jak2. On
remarque le domaine kinase (JH1), le domaine pseudokinase (kinase-like, JH2), le domaine SH2
(JH3) ainsi que le domaine FERM (Four-point-one!Ezrin/Radixin/Meosin, JH3 à JH7). Cette structure
a été établie domaine par domaine par comparaison avec le domaine Kinase de Src, le domaine SH2
de Src et le domaine FERM de la protéine 4.1 (tiré de (Giordanetto & Kroemer, 2002)). B. Structure
secondaire des Janus Kinases Jaki, Jak2, Jak3 et Tyk2. Toutes les Jaks possèdent les domaines
JH1 à JH7 et elles ont une longueur très similaire d’environ 1200 acides aminés. YY représente les








complètement l’activité catalytique de l’enzyme (Feng et al., 1997). À l’inverse, la
mutation des tyrosines 1054 et 1055 de la boucle activatrice de Tyk2 n’abolit pas son
activité catalytique (Gauzzi et al., 1996). De même, la mutation de la lysine responsable de
la liaison de l’ATP sur Tyk2 diminue l’activité catalytique de l’enzyme, sans toutefois
complètement l’inhiber. Cependant, l’introduction de mutations aux deux sites (lysine et les
deux tyrosines) abolit complètement son activité catalytique. De façon surprenante,
l’introduction d’une mutation en position 980 (Y980F) de Jak3 n’affecte pas son activité
catalytique alors qu’une mutation en position 981 l’augmente (Zhou et al., 1997).
1.1.1.1.2. Le domaine JH2
La région 1H2 est aussi appelée domaine pseudokinase en raison de l’absence d’activité
catalytique associée à ce domaine et ce, malgré la présence de sous-domaines responsables
de l’activité catalytique des PTKs. En fait, ces sous-domaines, essentiels à l’activité
catalytique, sont quelque peu altérés dans cette section de la protéine. Par exemple, le
domaine JH2 ne possède pas la troisième Glycine (Gly, G) du motif GXGXXG (où X
représente n’importe lequel des a.a.) qui est responsable de former une hairpin f3 permettant
de contenir l’un des côtés du triphosphate de l’ATP. L’acide aspartique (Asp, D) présent
dans le sous-domaine VIb des PTKs et des protéine sérine/tbréonine kinases (STKs), qui
sert d’accepteur de protons dans la réaction enzymatique, est absent du domaine SH2.
Aussi, le domaine JH2 ne possède pas la phénylalanine (Phe, F) conservée dans les
domaines kinases fonctionnels et qui est requise pour la liaison du noyau adénine de l’ATP.
Toutes ces observations ont conduit à l’hypothèse que le domaine JH2 ne possède pas
d’activité catalytique. Cette hypothèse s’est avérée vraie (Wilks et al., 1991; Velazquez et
al., 1995; Frank et al., 1995; Gumiak & Berg, 1996).
Bien que ce domaine ne possède pas d’activité phosphotransférase, il joue un rôle
primordial dans la régulation de l’activité des Jaks. En effet, la délétion du domaine J}12
d’une protéine chimérique entre le récepteur de la GH et Jak2 résulte en une activation
accrue de l’enzyme ce qui suggère qu’en temps normal, ce domaine inhibe l’activité
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catalytique de la kinase (Frank et al., 1994). En accord avec ce modèle, une mutation
menant à un gain de fonction (gain offonction) dans le domaine 1112 de Hopscotch (la Jak
de Drosophila melanogaster) a été identifiée (Luo et al., 1997). De plus, une mutation
semblable sur Jak2 a le même effet (Luo et al., 1997). Bien que ceci suggère fortement que
le domaine pseudokinase a un rôle négatif sur l’activité kinase de ces deux Jaks, il en est
tout autrement pour Tyk2. En effet, la délétion du domaine JH2 de Tyk2 abolit son activité
kinase et empêche la réponse aux IFNŒ et F3 (Velazquez et al., 1995). Chez l’Homme,
plusieurs mutations ont été retrouvées dans le domaine JH2 de Jak3 et sont responsables de
la perte d’activité catalytique de Jak3 (Candotti et al., 1997). D’autres fonctions sont
attribuées à ce domaine. Par exemple, il pourrait représenter un site de liaison pour d’autres
molécules de signalisation comme les STATs (Fujitani et al., 1997).
1.1.1.1.3. La région N-terminale (JH3-JH7)
La portion N-terminale des Jaks comprend les régions JH3 à 11-17 et représente le domaine
d’interaction avec les récepteurs des cytokines. Alors que la délétion des domaines JH1
et/ou JH2 des Jaks n’influence peu ou pas la liaison des Jaks à leurs récepteurs, une Jak ne
possédant pas la portion N-terminale est incapable de s’y associer (Frank et aÏ., 1994; Frank
et al., 1995; Zhao et al., 1995; Kohlhuber et al., 1997; Chen et al., 1997a). De plus, la
région N-terminale des Jaks permet également la maturation et le ciblage du récepteur à la
membrane (Richter et al., 1998; Huang et al., 2001). Bien que les régions des récepteurs et
des Jaks nécessaires à leurs associations soient bien définies, il n’en reste pas moins que les
règles régissant l’interaction entre un récepteur donné et une Jak donnée demeurent encore
inconnues. finalement, la portion N-terminale renferme également le domaine JH4 qui est
apparenté au domaine SH2 (rc Homology domain-) de Src. En effet, le domaine JH4
possède une arginine conservée correspondant au site de liaison de protéines
phosphotyrosinées (Harpur et al., 1992). Cependant les données recueillies à ce jour n’ont
pas mis en évidence qu’une telle fonction existe chez les Jaks (Kohlhuber et al., 1997).
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1.1.1.2. Mécanismes de régulation des Jaks
L’étude du rôle des Jaks en réponse aux cytokines a été grandement aidée par la génération
et l’utilisation de lignées cellulaires qui ont été mutées et sélectionnées en fonctions de leur
insensibilité aux interférons. Pour certaines de ces lignées, la transfection de cDNAs
(çomplernentaîy DNAs; ADN complémentaire) encodant différentes Jaks permettait de
reconstituer une réponse à la stimulation aux différents IFNs. Ainsi, il a été possible
d’identifier les Jaks importantes pour la signalisation de chacune des cytokines.
La signalisation par l’IfNa/f3 requiert Jaki et Tyk2 alors que celle de l’IFNy requiert Jaki
et Jak2 (Velazquez et aÏ., 1992; Watling et aÏ., 1993; Muller et aÏ., 1993; Silvennoinen et
al., 1993; Darnell, Jr. et al., 1994). Par la suite, il a été démontré que la signalisation par la
GH tout comme l’EPO requiert l’activation de Jak2 (Argetsinger et al., 1993; Witthuhn et
al., 1993) alors que l’IL-6 active Jakl, Jak2 et Tyk2 (Stahl et al., 1994). En ce qui concerne
Jak3, elle est activée par les récepteurs des cytokines contenant la chaîne commune yc (IL
2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15) (Johnston et al., 1994; Russell et al., 1994; Russell et al., 1995;
Jobnston et al., 1995; Oakes et al., 1996; Candotti et al., 1996). Aujourd’hui, il est évident
que toutes les cytokines de type I et II activent des Jaks afin de transmettre leur réponse.
Le Tableau 1.1 présente le résumé des études démontrant le rôle des différentes Jaks dans la
transmission du signal par les cytokines de Type I et II.
Alors que des études démontrent le rôle des différentes Jaks en réponse aux cytokines,
d’autres ont permis de mieux comprendre les bases moléculaires de la complicité qui existe
entre les récepteurs des cytokines et les Janus kinases : l’association entre les Iaks et les
récepteurs des cytokines. Ce phénomène a été démontré pour la première fois entre le
récepteur de l’EPO et Jak2 ainsi qu’entre le récepteur de la GH et Jak2 (Argetsinger et al.,
1993; Witthuhn et al., 1993). Par la suite, il a été clairement démontré que Jak2 s’associe
également avec la chaîne c des récepteurs des cytokines (Quelle et aÏ., 1994) alors que la
chaîne gpl3O s’associe autant à Jakl, Jak2 que Tyk2 (Stahl et al., 1994). Pour sa part, Jak3
e
•27
s’associe uniquement avec la chaîne yc (Russeil et al., 1994; Miyazaki et al., 1994;
Boussiotis et al., 1994), alors que la sous-unité non commune de cette famille de récepteur
Tableau 1.1 Classifications des différentes Cytokines, de leurs récepteurs et des Jaks
et STATs activées par ces récepteurs. (adapté de Leonard and O’Shea, 199$)
Cytokines de type I Jaks STATs
Cytokines dont les récepteurs partagent la chaîne yc
IL-2, IL-7, IL-9 et IL-15 Jakl, Jak3 STAT 5a, STAT5b, SIAT3
IL-4 Jakl, Jak3 STAT6
IL-13 Jakl,Jak2,Tyk2 STAT6
Cytokines dont les récepteurs partagent la chaîne J1
IL-3, IL-5, GM-CSf Jak2 STAT5a, STAT5b
Cytokines dont les récepteurs partagent la chaîne gpl3O
IL-6, IL-11, CT-I, CNTF, 05M, LIF JakI, Jak2, Tyk2 STAT3
IL-12 Jak2, Tyk2 STAT4
Leptin
STAT3
Cytokines possédant un récepteur homodiménque
GH Jak2 STAT5a, STAT5b, STAT3
Prolactine Jak2 STAT5a, STAT5b
EPO Jak2 STAT5a, STAT5b
Thrombopoïétine Jak2 STAT5a,STAT5b
Cytokines de type II Jaks STATs
Interférons
IFNa, IfN3 Jaki, tyk2 STATI, STAT2
IFNy JakI, Jak2 STATI
IL-10 Jakl,Tyk2 STAT3
s’associe à Jakl (Russeil et al., 1994). Ces différentes spécificités d’interactions ont aussi
été observées pour les récepteurs des cytokines de Type II. Alors que la sous-unité x du
récepteur de l’IFNa/13 (IFNR-1) s’associe à Tyk2, la sous-unité 3 (IFNR-2) elle, s’associe à
Jakl (Colamonici et al., 1994). Ainsi, pour chacune des cytokines et de leurs différents
récepteurs, il existe une combinaison de Jaks qui y sont associées. Le Tableau 1.1 présente
les interactions entre les différentes Jaks et les différents récepteurs des cytokines. Ces
interactions sont classées en fonction des chaînes communes des différents récepteurs.
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Bien que les différentes Jaks soient spécifiquement associées à divers récepteurs, ces
différentes interactions ne définissent pas nécessairement la spécificité du signal. En fait,
l’utilisation des différentes Jaks par les récepteurs semble trop dégénérée (peu spécifique)
pour être responsable de cette spécificité (Kotenko et al., 1996). Une autre caractéristique
importante de l’interaction récepteur/Jak est que les Jaks sont toujours associées aux
récepteurs (Leonard & O’Shea, 1998). D’autre part, des études ont rapporté l’augmentation
du nombre de Jaks associées à certains récepteurs en réponse à leur activation (Leonard &
O’Shea, 1998). Le mécanisme gouvernant ce phénomène n’est pas encore défini.
1.1.1.2.1. Activation des Jaks.
En réponse à une cytokine, les récepteurs forment des homo- ou hétérodimères.
L’interaction entre les différents récepteurs induit des changements de conformation qui
sont suffisants pour initier la transmission du signal (de Vos et al., 1992; Nakamura et al.,
1994; Walter et aÏ., 1995). L’oÏigomérisation des différentes sous-unités des récepteurs
favorise le rapprochement des Jaks et leur transphosphorylation subséquente. Par exemple,
l’activation de Tyk2 en réponse à l’IFNa et l’activation de Jak2 par I’IFNy sont abolies
dans les cellules qui n’expriment pas Jaki (Muller et al., 1993). Inversement, en réponse à
l’IFNy ou a, Jaki n’est pas activée dans les cellules n’exprimant pas Jak2 ou Tyk2 (Muller
et al., 1993). Des données similaires ont été obtenues pour d’autres modèles de récepteurs.
Par exemple, l’activation de JakI en réponse à l’IL-2 est abrogée dans les cellules
déficientes en Jak3 (Oakes et aÏ., 1996).
La transfection de cellules n’exprimant plus Jaki avec un cDNA encodant une forme
catalytiquement inactive de Jakl ne permet pas la transmission du signal en réponse à
l’IFNŒ. De façon similaire, la reconstitution de cellules déficientes en Jak2 avec une Jak2
catalytiquernent inactive ne permet pas la transmission du signal en réponse à
l’IfNy (Muller et al., 1993). Cependant, l’inverse n’est pas nécessairement vrai. En effet,
la reconstitution de cellules déficientes en Tyk2 par une forme inactive de Tyk2 inhibe
partiellement la réponse à l’IFNŒ mais, elle n’affecte pas la phosphorylation en tyrosine de
o
Tyk2 (Gauzzi et al., 1996). Aussi, la reconstitution de cellules n’exprimant pas Jaki avec
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une forme inactive de Jaki n’affecte pas la phosphorylation normale de Jak2 en réponse à
l’IFNy, l’activation de $TATs et l’expression génique. Ces résultats suggèrent que suite à la
stimulation par l’IFNy, Jak2 peut s’autophosphoryler et phosphoryler Jaki ce qui permet
aussi de recruter STAT1 au récepteur et de transmettre le signal au noyau. D’autre part,
Figure 1.2. Activation de la voie JakISIAT par l’IL-6. Modèle d’activation de la voie JakJSTATpar
lIL-6. L’lL-6 se lie au récepteur de ‘IL-6 qui est formé de deux sous-unités gpJ3O (lL-6Rp) et d’une
sous-unité a (lL-6RŒ, gp8O). Cette liaison entraîne loligomérisation du récepteur et le
rapprochement des Janus kinases qui sont préalablement associées au sous-unités gp-130 du
récepteur. La proximité des deux Janus kinases favorise leur transphosphorylation et favorise aussi
la phosphorylation des sous-unités 3 du récepteur de l’lL-6. La phosphorylation du récepteur forme
des sites de liaisons aux STAIs. Ces dernières s’associent au récepteur via leur domaine SH2. Une
fois arrimées au récepteur, les SIATs sont phosphorylées sur une tyrosine (STAT1Y7O3,
STAT3Y7O5) et s’associent entre elles afin de former un dimère (homodimère STAT1-STAT1,
homodimère STAT3-STAT3 ou bien un hétéro dimère STAT1-STAT3. En plus de la phosphorylation
en tyrosine, les SIATs peuvent être phosphorylées sur une sérine située dans le domaine de
transactivation. La dimérisation des SIATs permet leur translocation au noyau où elles lieront l’ADN











Jakl est requise et essentielle à la réponse à l’IFNa alors que Tyk2 semble jouer un rôle
de moindre importance. En résumé, ces données indiquent qu’en réponse à certains stimuli,
l’activité catalytique de certaines Jaks est essentielle alors que pour d’autres, elle demeure
accessoire. Aussi, ces données suggèrent que les Jaks peuvent avoir un rôle structural en
plus de leur activité catalytique.
Concernant la signalisation par l’IL-6, il semble qu’en l’absence de Jakl, cette cytokine ne
peut induire la phosphorylation de gpl3O, STAT1 et STAT3 et l’expression du gène IRF-1.
Par contre, l’absence de l’une ou l’autre des Jaks, n’influence pas la phosphorylation des
autres Jaks associées à ce récepteur (Guschin et al., 1995). Il est important de noter que les
cytokines de la famille de l’IL-6 activent jusqu’à trois Janus kinases, soit Jaki, Jak2 et
Tyk2. La Figure 1.2 montre un schéma de l’activation de la voie Jak!STAT par l’IL-6.
1.1.1.2.2. Inactivation des Jaks.
L’activation des Jaks par les récepteurs des cytokines est réversible et le mécanisme
d’inactivation de ces kinases est maintenant mieux compris. Au cours des cinq dernières
années, plusieurs protéines tyrosine phosphatases (PTPs) ont été identifiées et impliquées
dans l’inactivation des Janus Kinases (Klingmuller et al., 1995; David et al., 1995; Myers
et al., 2001; Harashima et al., 2002; Simoncic et al., 2002). En plus des PTPs, d’autres
régulateurs négatifs des Jaks ont été identifiés et nommés les Suppressors çf Çytokine
Signaling (SOCS) (Staff et al., 1997; Endo et al., 1997; Naka et al., 1997).
1.1.1.2.2.1. Les Protéines Tyrosine Phosphatases
Les PTPs jouent un rôle de premier plan dans l’inactivation des PTKs et des récepteurs
protéines tyrosine kinases (RTKs). SHP-1 (S2-containing Frotein Tyrosine Phosphatase
1) et SHP-2 furent les premières PTPs identifiées comme étant responsables de la
déphosphorylation des Jaks (Klingmuller et al., 1995; David et al., 1995). PTP-1B, TC
PTP et CD45 sont elles aussi trois PTPs impliquées dans la régulation négative des Jaks.
Outre le récepteur de l’insuline tIR), PTP-1B semble déphosphoryler Jak2 et Tyk2
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spécifiquement (Myers et al., 2001). TC-PTP déphosphoryle les Jaks 1 et 3 (Simoncic et
aÏ., 2002) alors que CD45 semble être une PTP non-sélective à l’endroit des Jaks
(Harashima et al., 2002).
1.1.1.2.2.2. SOCS, JAB, SSI-1, CIS
La régulation négative de la voie Jak!STAT se fait aussi par l’action d’inhibiteurs naturels
de cette cascade de signalisation (Staff et al., 1997; Endo et al., 1997; Naka et al., 1997).
Simultanément identifié par plusieurs groupes de recherches, le premier inhibiteur de cette
famille de protéines a porté les noms de SOCS-1 Suppressor 9f Çytokine Signalling-jJ,
JAB (/qk-binding protein), 551-1 (TAT-induced STAT Inhibitor-D et fut associé aux
protéines de la famille CIS (Çytokine Inducible SH2-containingprotein) (Yoshimura et al.,
1995). Cette famille d’inhibiteurs naturels de la voie JakISTAT comprend huit (8) membres
qui sont présentés à la figure 1.3. Les SOCS sont produites en réponse aux cytokines et ont
pour fonction de réguler négativement la voie JakISTAT. Les SOCS contiennent un
domaine SH2 et leur extrémité C-terminale renferme la boîte SOCS. Bien qu’il existe
plusieurs membres de la famille SOCS, seulement quatre (4) d’entre elles sont activement
étudiées (Figure 1.3).
Les SOCS présentent une structure très similaire mais, elles inhibent la voie Jak/STAT par
différents mécanismes. Les SOCS 1 et 3 possèdent toutes deux une région en N-terminale
du domaine SH2 nommée «kinase inhibitoiy region ». Ce domaine agit comme pseudo
substrat et s’associe au domaine catalytique des Jaks, empêchant ainsi la phosphorylation
de STATs. Contrairement à SOCS-1, SOCS-3 s’associe à la fois aux Jaks et aux récepteurs
(Nicholson et aÏ., 1999). En fait, SOCS-3 semble d’abord s’associer au récepteur
phosphorylé, facilitant ainsi l’inhibition des Jaks. De son côté, SOCS-1 s’associe au
domaine kinase de Jak2 par l’entremise de son domaine SH2 et la tyrlOO7 (phosphorylée)
de la boucle d’activation de Jak2 (Nicholson et al., 1999). En ce qui concerne CIS et
SOCS-2, elles semblent s’associer uniquement aux récepteurs et non aux Jaks (Yasukawa
et al., 2000). Les SOCS inhibent non seulement l’activité catalytique des Jaks et l’accès des
STATs aux récepteurs mais, elles semblent aussi diriger ces kinases et possiblement leurs
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substrats vers le système de dégradation protéique du protéasome. La boîte SOCS des
SOCS permet une association au complexe elongin BIC, qui forme une E3-like ubiquitin
tigase avec cullin-2, et permet la dégradation protéasomale. Ce mécanisme de régulation fut
d’abord démontré dans l’inhibition de la transformation induite par Tel-Jak2 (Frantsve et
aÏ., 2001; Kamizono et al., 2001) et s’étend maintenant à quelques membres de la voie
JakISTAT (Shen et al., 2000; Ungureanu et al., 2002).
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Figure 1.3. Les membres de la famille SOCS régulent de façon négative la signalisation par
diverses cytokines. Les protéines SOCS sont des régulateurs négatifs des Janus kinases. On
compte 8 différentes SOCS. Alors que CIS et les SOCS J à 3 sont bien caractérisées, les autres le
sont moins. Toutes les SOCS possèdent un domaine SH2 et un domaine SOCS. Le rôle de ces
SOCS est d’inhiber l’activité catalytique des Jaks, d’empêcher le recrutement des STATs aux
récepteurs des cytokines et finalement de diriger les Jaks vers la voie du protéasome (tiré de (Krebs
& Hilton, 2001)).
1.1.1.3. Fonctions
La séquence du génome humain étant connue, il apparaît que la famille des Janus kinases
comprend uniquement quatre membres et que cette famille ne s’étendra pas plus (Leonard
& O’Shea, 1998; O’Shea et al., 2002). Grâce aux développements récents de souris
déficientes en Jaks (Jakl, Jak2, Jak3 et Tyk2) et la découverte de déficience en Jak3 chez
Q l’Homme, il est maintenant évident que les Jaks ont des fonctions bien distinctes et non-
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redondantes in vivo. Le Tableau 1.2 résume les observations récentes établies grâce aux
souris déficientes en Jaks ou en STATs.
1.1.1.3.1. Jaki
laki est exprimée de façon ubiquitaire et s’associe aux récepteurs des IFNs ainsi qu’aux
récepteurs empruntant les chaînes gp-130 et yc. Les souris déficientes en Jaki (Jaklj ont
une physionomie quasi-normal à l’exception de leur système hématopoïétique (O’Shea et
al., 2002). Cependant, elles meurent peu après la naissance d’une pathologie mal
caractérisée qui pourrait être de nature neurologique. Il semble que les souris Jaki-!- ne
répondent plus aux cytokines dont les récepteurs possèdent la chaîne gp-130 et qui sont
responsables de la survie neuronale. De plus, comme pour les souris déficientes en Jak3, les
souris Jakl-/- souffrent d’immunodéficience combinée sévère LSevere Combined
Immonodeficiency, SCID). Cette pathologie se caractérise par l’absence de lymphocytes T
et de cellules NK. Cette pathologie est aussi associée à une mutation dans la chaîne yc des
récepteurs de certaines cytokines ainsi que de mutations dans Jak3 (voir plus bas). Ces
données suggèrent aussi que Jaki est requise pour la signalisation induite par les récepteurs
de cytokines empruntant la chaîne yc in vivo, ce qui est en accord avec l’idée que Jaki
s’associe à cette sous-unité réceptorielle. De plus, l’étude des cellules provenant de souris
Jakl-/- confirme l’importance de cette Jak dans la signalisation par les IFNs (O’Shea et al.,
2002).
1.1.1.3.2. Jak2
Comme Jakl, Jak2 est exprimée de façon ubiquitaire et est essentielle à la signalisation par
les récepteurs possédant une seule chaîne (Ex: le récepteur de la GH: GRR) et certains
récepteurs de cytokines de type I (voir Tableau 1.1). Les souris déficientes en Jak2 meurent
au jour 12.5 de gestation en raison de l’absence d’érythropoïèse (Neubauer et al., 199$;
Parganas et al., 199$; O’Shea et al., 2002). Les cellules de souris déficientes en Jak2 ne
répondent plus à l’IL-3, le GM-CSF, l’IL-5, la thrombopoiétine et l’IFNy. Cependant, elles




Tyk2 fut d’abord identifiée comme une composante essentielle de la signalisation par les
IFNs Œ et 13. De façon surprenante, les souris déficientes en Tyk2 (Tyk2-I-) répondent
encore aux l’IFNs Œ et 13. Bien qu’à faibles doses de ces IFNs, les souris Tyk2+/+
répondent mieux que les souris Tyk2-/-, la réponse anti-virale maximale semble inchangée.
De plus, la réponse à l’IL-lO est normale alors que la réponse à l’IL-12 est simplement
diminuée. Ces données suggèrent fortement que, contrairement aux autres Jaks, la «non-
redondance» de Tyk2 est d’une importance moindre in vivo (Karaghiosoff et al., 2000;
Shimoda et al., 2000).
1.1.1.3.4. Jak3
Contrairement aux autres membres de la famille des Jaks, Jak3 est exprimée principalement
dans les cellules du système hématopoïétique, dans les cellules musculaires lisses
vasculaires et l’endothélium (Kawamura et aï., 1994; Tortolani et aï., 1995; Musso et al.,
1995; Gurniak & Berg, 1996; Sharfe et al., 1997; Verbsky et al., 1996). Jak3 s’associe
uniquement à la chaîne yc des récepteurs des cytokines. Chez l’Homme, la mutation de la
chaîne yc est la cause d’une maladie lié au chromosome X, le X-linkecl severe cornbined
immunocleficiency (X-SCID) (Oakes et al., 1996; Candotti et al., 1996). Le lien intime qui
existe entre la chaîne yc et Jak3 suggère fortement que cette pathologie puisse aussi être
reliée à certaines mutations de la protéine Jak3 (Noguchi et aÏ., 1993; Russell et al., 1994;
Leonard, 1996a). En effet, certains patients souffrant du SCID possèdent des mutation dans
Jak3 et ces dernières sont responsables de la pathologie (Russell et al., 1995; Macchi et al.,
1995; Candotti et al., 1997). La délétion du gène encodant Jak3 chez la souris conduit aussi
à cette pathologie. Il est important de mentionner que les phénotypes de
l’immunodéficience chez l’Homme et la souris sont légèrement différents. Chez l’Homme,
la déficience en Jak3 ou en chaîne yc entraîne une réduction importante du nombre de
lymphocytes T mais, le nombre total de cellules immunitaires demeure normal. Chez la
souris, le nombre de lymphocytes T semble diminué et les lymphocytes B sont absents
.
35
(Cao et al., 1995; DiSanto et al., 1995). La diminution du nombre de cellules T est
attribuée à l’absence de signalisation par l’IL-7, alors que l’absence de cellules B semble
attribué à l’absence de signalisation par l’IL-15 qui emprunte la chaîne yc et Jak3. Les
cellules lymphoïdes semblent plus sensibles à l’apoptose (Baird et al., 2000). Aussi, Jak3
joue un rôle important dans la régulation de l’expression de Bd-2 et Bax, et contribue ainsi
au développement des lymphocytes T (Wen et al., 200f).
1.1.2. Les Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs).
Les $TATs sont des facteurs de transcriptions activés en réponse aux cytokines de type I et
II. Les STATs ont été identifiées sous forme de complexes associés aux éléments de
réponse de gènes induit en réponse aux IFNs (Damell, Jr. et al., 1994; ffile et al., 1995;
Leonard, 1996b; Bach et aL, 1997). On compte maintenant sept différentes STATs (STATs
1, 2, 3, 4, SA, 5B et 6) chez les mammifères (Liu et al., 1997). Suite au séquençage du
génome humain, il est maintenant certain qu’aucun autre gène n’encode de nouvelles
STATs (Ihle, 2001).
1.1.2.1. Structure des STATs.
Les STATs 1, 3, 4 5A et 53 sont des protéines d’environ 750-$00 a.a. alors que STAT2 et
STAT6 contiennent approximativement 850 a.a (Fu, 1992; Fu et al., 1992; Hou et al.,
1994; Akira et al., 1994; Yamamoto et al., 1994; Gouilleux et al., 1994; Zhong et al.,
1 994a; Zhong et al., 1994b; Lin et al., 1995; Hou et al., 1995; Mui et al., 1995; Azam et
al., 1995; Liu et al., 1995). Ces sept différentes STATs sont encodées par des gènes
distincts qui sont regroupés deux par deux sur différents chromosomes (Copeland et al.,
1995). Les gènes encodants les STATs 1 et 4 sont localisés sur le chromosome 1, STAT2 et
6 sur le chromosome 10, alors que les gènes encodants STAT3, SA et 5B sont présents sur
le chromosome 17. Il est important de mentionner que des formes épissées de STAT1
(STAT1b) et de STAT3 (STAT3b) existent aussi (Copeland et al., 1995). Ces dernières
résultent en une STAT légèrement raccourcie en C-terminal. Les STATs contiennent un
domaine N-terminal (N-term), un domaine coiled-coil, un domaine de liaison à l’ADN
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(DBD), un domaine SH2 (SH2) et un domaine de transactivation (TAD) (Bromberg &
Damell, Jr., 1999; Bromberg et al., 1999) (Figure 1.4). Le rôle de ces différents domaines
est décrit dans la section 1.1.2.2.1 «Activation des STATs ».
1.1.2.2. Mécanismes de régulation des STATs
1.1.2.2.1. Activation des STATs
En général, l’activation des différentes STATs est très semblable de l’une à l’autre. Suite à
la liaison des cytokines à leurs récepteurs respectifs, les Jaks sont activées. Ces dernières
phosphorylent d’abord leurs récepteurs respectifs résultant en la formation de sites de
liaisons pour les STATs via leur domaines SH2. Après leur recrutement au récepteur, les
STATs sont phosphorylées par les Jaks sur une tyrosine hautement conservée ce qui
entraîne leur dimérisation. La dimérisation est nécessaire pour permettre au STATs de se
rendre au noyau et ainsi influencer l’expression de certains gènes (Damell, Jr. et al., 1994;
Ihle et al., 1995; Bach et al., 1997; Horvath & Damell, 1997; O’Shea, 1997). Il serait très
laborieux de décrire de façon exhaustive le mécanisme d’activation des STATs suite à
l’activation de tous les récepteurs par toutes les cytokines. Ainsi, seul l’activation des
STATs 1 et 3 par l’IL-6 (Figure 1.2) et un modèle général de la régulation positive et
négative de cette voie de signalisation est présenté (Figure 1.5).
Récemment, il a été proposé que la méthylation de STAT1 peut être essentielle à son
activation. Il est proposé que STAT1 est méthylée en réponse à l’IFN u et/ou f3. Cette
méthylation semble jouer un rôle essentiel sur l’activité transcriptioimelle de STAT1 en
inhibant l’interaction du facteur de transcription avec PIAS-1 LFrotein Inhibitor of
ActivatedSTATs-]) (Liu et al., 2001; Jackson, 2001; Mowen et al., 2001).
1.1.2.2.1.1. Sites de liaisons des STATs sur les récepteurs.
Tel que présenté à la figure 1.4, les STATs possèdent toutes un domaine SH2 entre les a.a.












Figure 1.4. Structure cristalline de SIAT1 et domaines fonctionnels des différents membres de
la famille des STATs. a. Structure en ruban recueilli à partir du cristal de STAT1 dont les régions N
et C-termiales ont été tronquées. La structure de STAT3, elle aussi tronquée, se superpose aisément
à celle de STAT1. On remarque les domaines SH2 qui sont responsables de la dimérisation des
STATs (bleu), les domaines de liaison à l’ADN (rouge) ainsi que les domaines coiled-coiI (vert), b.
Domaines caractéristiques des STATs. La région N-terminale (N-term), la région Coiled-coil, le
domaine de liaison à l’ADN (DNA Bind), la région servant de lien avec le domaine C-termianl (linker),
le domaine 5H2 (SH2) et le domaine de transactivation (lAD). Tiré de (Bromberg and Darnell ir
2000).
Ces domaines SH2, différents d’une STAT à l’autre permettent la recoimaissance
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du récepteur de l’IL-4 (Hou et al., 1994) alors que les STATs 5A et 5B s’associent à la
.
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chaîne 3 du récepteur de l’IL-2 et la chaîne Œ du récepteur de l’IL-7 (Tableau 1.1). Bien
que certaines STATs s’associent préférentiellement aux récepteurs, il est proposé qu’en
réponse à l’IFNŒ ou 3, STAT1 s’associe à STAT2 suite à la phosphorylation en tyrosine de
cette dernière (Li et al., 1997). Les STATs sont également capables de s’associer aux Janus
kinases elles-mêmes. Par exemple, STAT5 co-précipite avec Jak3 suggérant qu’une
interaction directe entre ces protéines peut avoir lieu (Migone et al., 1995; Fujitani et aï.,
1997).
1.1.2.2.1 .2.Phosphorylation et dimérisation des STATs.
Toutes les STATs possèdent à leur extrémité C-terminale une tyrosine légèrement éloignée
du domaine SH2. En réponse aux différentes cytokines, cette tyrosine est phosphorylée
(Horvath & Darneil, 1997). Suite à cette phosphorylation, les STATs dimérisent en formant
une liaison entre cette tyrosine phosphorylée et le domaine SH2 d’une autre STATs. La
nature bivalente de cette interaction aide à comprendre la raison pour laquelle la
dimérisation est favorisée comparativement à l’association des STATs avec les récepteurs
(Leonard & O’Shea, 1998). Certains récepteurs des cytokines possèdent un seul site de
liaison aux STATs (Greenlund et al., 1994; Lin et al., 1995), alors que d’autres en
possèdent plusieurs (Hou et al., 1994; Lin et al., 1995; Stahl et al., 1995; Friedmann et al.,
1996). La présence de multiples sites de liaison aux STATs sur un même récepteur suggère
que plus d’une STAT peuvent être activées simultanément. Ainsi, l’homo ou
l’hétérodimérisation de ces facteurs de transcription est favorisée par la présence de ces
différents sites de liaison sur les récepteurs (Leonard & O’Shea, 1998). Par exemple, la
dimérisation entre les STATs 1 et 2 (Horvath & Darnell, 1997) ainsi que la dimérisation
entre STATs 5A et 53 auront lieu alors que d’autres interactions n’auront pas lieu (Leonard
& O’Shea, 199$).
1.1.2.2.1.3. Translocation nucléaire et liaison à l’ADN
Bien que la phosphorylation en tyrosine des STATs soit essentielle à la dimérisation et la
Q translocation nucléaire des STATs, peu de choses sont connues quant à leur transport vers
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le noyau. Il est proposé que la phosphorylation et la dimérisation des STATs dévoilent
une séquence de localisation nucléaire (NLS). Cependant, cette séquence demeure encore
inconnue. De récents progrès ont permis d’identifier la leucine 407 de STAT1 comme étant
essentielle à sa translocation au noyau (McBride et al., 2002). De plus l’import de STAT1
au noyau requiert son interaction avec l’importine-Œ5 (McBride et al., 2002).
Une fois au noyau, les dimères de STATs se lient à des séquences spécifiques de l’ADN.
La structure cristalline de STAT1 a permis de mieux comprendre l’interaction entre le
dimère de STAT1 et l’ADN. En fait, le dimère de STAT1 s’associe à l’ADN un peu comme
le ferait un casse-noisette (la noisette étant l’ADN) (figure 1.4). Les homodimères de
STATs s’associent aux éléments de réponse nommés GAS LGamma Activated Sequence,
TTN5.6AA où N représente n’importe lequel des nucléotides). En général, le nombre de
nucléotides dans la portion centrale de l’élément de réponse GAS est responsable de la
reconnaissance par les différents dimères de STATs (Ehret et al., 2001). L’hétérodimère
STAT1-STAT2, formé en réponse à l’IFNa et 13, nécessite l’association à une autre
protéine, TRF9 (p48), afin de se lier à l’élément de réponse ISRE (jnterferon Stimulated
Response Element) dont la séquence est AGTTN3TTTC (Horvath & Damell, 1997).
1.1.2.2.1.4. Activité transcriptionnelle.
Une fois associées à l’ADN, les STATs modulent l’expression de certains gènes. Alors que
certains facteurs de transcription peuvent avoir tantôt un rôle positif, tantôt un rôle négatif,
les STATs ne font qu’activer la transcription de leurs gènes cibles (Leonard & OShea,
1998). Les domaines de transactivation des STATs 1 (Horvath & Damell, 1997), 2
(Qureshi et al., 1996) et 5 (Moriggl et al., 1997) ont été caractérisés et se retrouvent dans le
domaine C-terminal de la protéine. Il est aussi connu que les domaines de transactivation
des STATs 1 et 3 contiennent une sérine (5er727) qui peut être phosphorylée par diverses
kinases (Decker & Kovarik, 2000). Alors que certaines études suggèrent que cette
phosphorylation accroît l’activité transcriptionelle de ces STATs, d’autres proposent le
contraire (Decker & Kovarik, 2000). Les STATs 4, 5A et 5B possèdent également une
.
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sérine (Ser721, 725 et 730, respectivement) dans le domaine de transactivation qui est
phosphorylée en réponse à certaines cytokines (Decker & Kovarik, 2000). Une
caractéristique importante de ces sérines est qu’elles sont à l’intérieur d’un motif très bien
caractérisé PMSP (proline, méthionine, serine, proline) pour STAT1, 3 et 4, et PSP pour les
STATs 5A et 53. Alors que la phosphorylation de la sérine 725 de STAT5A semble
constitutive, la phosphorylation de la sérine 730 de STAT5B est augmentée en réponse à la
prolactine (Yamashita et al., 2001). La phosphorylation en sérine de STAT3 peut aussi
mener à la déphosphoiyÏation ou inhiber la phosphorylation en tyrosine des STATs (Decker
& Kovarik, 2000). Ainsi, le rôle de la phosphorylation en sérine et l’impact de cette
dernière sur l’activité transcriptionrielle des STATs est peu défini. Il est proposé, qu’en
fonction du type cellulaire, du ligand et du gène cible étudié, la phosphorylation de STATs
peut avoir des effets opposées.
Les STATs peuvent aussi lier d’autres facteurs de transcription ainsi que des co-activateurs.
STAT1, par exemple, s’associe avec Spi sur le promoteur de ICAM-1 (Look et al., 1995).
Des études de double-hybrides ont révélées que STAT3b s’associe au facteur de
transcription c-jun (O’Shea et al., 2002). Le facteur de transcription (activateur
transcriptionel) CBP (cAMP-response element binding protein, ÇREB binding
protein)/p300 s’associe aussi à certaines STATs, plus particulièrement aux STATs 1 et 2
(Bhattacharya et aÏ., 1996; Zhang et al., 1996; Horvai et aL, 1997). CBP/p300 s’associe aux
domaines N et en C terminal de STAT1 via son domaine d’interaction avec CREB et son
domaine de liaison à E1A (Zhang et al., 1996). De façon générale, le domaine de
transactivation des STATs lie MCM5 et BRCA1 (Ouchi et al., 2000; Horvath, 2000). En
outre, il semble que Nmi-1 (N-Myc interacting protein-]) faciliterait cette interaction
(Paulson et al., 2002). En ce qui concerne STAT2, elle recrute une histone acetyltransferase
(HAT) différente de CBP/p300, la GCN5 complexé avec TAF-130 (Paulson et al., 2002).
STAT5A interagit aussi avec d’autres facteurs de transcription dont le récepteur des
glucocorticoïdes (Stockiin et al., 1996). Les STATs interagissent également avec plusieurs
autres facteurs de transcription et protéines comme NF-KB, les SMADs, USF-1, PU.i,
NcoAl, C/EBP3YY-1, TfII-1 et HMG-I(Y) (OShea et al., 2002).
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Les éléments de réponses GAS sont souvent très rapprochés les uns des autres dans
certains promoteurs. Ceci favorise la dimérisation de dimères de STATs afin de former des
tétramères de STATs (Sperisen et al., 1995; Xu et al., 1996; John et al., 1996; Vinkemeier
et al., 1996; Lecine et al., 1997). Ces tétramères semblent importants pour l’activation de la
transcription de certains gènes dont les promoteurs comportent des sites GAS imparfaits
(Sperisen et al., 1995; Xu et al., 1996; John et al., 1996). Ces interactions sont renforcées
grâce au domaine N-terminal des STATs qui forment une sorte de crochet moléculaire
(O’Shea et al., 2002). Les STATs peuvent aussi avoir recours à d’autres facteurs de
transcription pour activer la transcription de certains gènes. Parmi ceux-ci, on retrouve
certains membres de la famille Ets (Sperisen et al., 1995; John et al., 1996). Ainsi, il est
possible qu’une même STAT puisse, en conjonction avec d’autres facteurs de transcription,
promouvoir la transcription de certains gènes alors qu’en l’absence de ces autres facteurs de
transcription ou en l’absence d’activation de ces autres facteurs, cette STAT serait inactive.
1.1.2.2.2. Inactivation des STATs
Contrairement aux Jaks, la régulation négative des STATs est moins bien caractérisée. En
fait, les STATs doivent prendre le chemin inverse de leur activation. Ainsi, les mécanismes
de relâche de l’ADN, de déphosphorylation de la tyrosine activatrice, de déphosphorylation
de la sérine du domaine de transactivation et l’export nucléaire sont tous impliqués dans
l’inactivation des STATs.
1.1.2.2.2.1. Protéines tyrosine phosphatase
Alors que plusieurs PTPs sont responsables de la déphosphoryation des Jaks, celles
impliquées dans la déphosphorylation des STATs sont pour la plupart inconnues.




1.1.2.2.2.2. Les Suppressor 0f Cytokine Signaling.
Les SOCS, sont des inhibiteurs de l’activité catalytique des Jaks et ont, par conséquent, un
rôle négatif sur la phosphorylation des STATs. Cependant, elles ne semblent pas
impliquées dans l’inactivation directe des STATs. De plus, aucune étude n’indique un rôle
de ces protéines dans le ciblage des STATs vers le système ubiquitine-protéasome comme
c’est le cas pour les Jaks (O’Shea et al., 2002).
1.1.2.2.2.3. L’import et l’export nucléaire.
Puisque les STATs sont des facteurs de transcription, leur activité est aussi dépendante de
la régulation de leur import et de leur export nucléaire. Peu d’études ont portées sur les
bases moléculaires de la translocation de STATs au noyau. Il est connu que STAT1 migre
au noyau par le truchement de l’importine-a5 et la lysine 407 de STAT1 semble impliquée
dans le processus (McBride et al., 2000). À l’inverse, l’export nucléaire se fait par un
mécanisme CRM1 dépendant. Le NES LNuclear Export Signal, séquence d’a.a. permettant
l’association à CRM1) de STAT1 est situé dans le domaine de liaison à l’ADN. Il est
proposé que suite à la phosphorylation en tyrosine de STAT1, cette dernière dimérise et se
lie à l’ADN masquant ainsi son NES. Suite à l’action de PTPs nucléaires, STAT1 est
déphosphorylée ce qui démasque le NES et permet ensuite à CRM1 de s’y lier et d’exporter
STAT1 vers le cytoplasme.
1.1.2.2.2.4. PIAS.
PIAS 1 LFrotein Inhibitor of Activated STAT-L), identifié suite à un criblage par double-
hybride, est l’un des membres de la famille PIAS qui comprend aussi PIAS3, PIASy et
PIASx (Liu et al., 1998; Liu et al., 2001). Ces protéines se lient aux dimères de STATs et
inhibent leur activité transcriptioimelle en les empêchant de transioquer au noyau.
Cependant, le mécanisme d’action de ces protéines n’est pas encore bien défini. De plus, il
est maintenant connu que les PIAS interagissent avec plusieurs familles de protéines et
servent de E3-ligase pour la sumoylation (Jackson, 2001).
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1.1.2.3. Fonctions des STATs.
Plusieurs STATs peuvent être activées par une multitude de cytokines et de facteurs de
croissance. Si on compare le nombre de STATs (et même le nombre de Jaks), il est aussi
évident que chacune des cytokines ne peut avoir sa propre STAT ou même sa propre Jak
(Tableau 1.1). Cependant, certaines STATs, tout comme certaines Jaks, semblent être
essentielles en réponse à différentes cytokines alors que d’autres Jaks ou STATs ont un rôle
secondaire ou redondant. Ceci est illustré en partie par les données recueillies grâce aux
souris déficientes en Tyk2 (Karaghiosoff et al., 2000; Shimoda et al., 2000). En ce qui
concerne les STATs, les paragraphes suivants résument leurs différents rôles.
1.1.2.3.1. STAT1
L’importance de STAT1 en réponse aux IFNs de type I et II est maintenant clairement
établie grâce à la génération de souris déficientes en STAT1. Les données recueillies grâce
à ces souris confirment celles obtenues à l’aide des cellules déficientes en STAT1
(Leonard & O’Shea, 1998; OShea et al., 2002). Bien que plusieurs cytokines et facteurs de
croissance soient capables d’activer cette STAT, il semble qu’elle ne soit requise qu’en
réponse aux IFNs. En effet, aucun problème, lors du développement de ces souris, n’est
attribué à une réponse indépendante des IFNs (Meraz et al., 1996; Durbin et al., 1996). Les
souris STAT1-/- sont plus susceptibles aux infections virales et au développement de
tumeurs en raison d’une perte de réponse aux IfNs (Meraz et al., 1996; Durbin et al.,
1996). L’étude des souris déficientes en STAT1 révèle aussi un autre aspect important de la
signalisation par l’TFNy. Même en absence de STAT1, l’IfNy influence l’expression de
certains gènes. Ces données sont en accord avec d’autres observations qui démontrent que
les souris déficientes en STAT1 sont moins susceptibles aux infections que les souris
déficientes en IFNy ou même IfNŒ/3 (Gil et al., 2001; Ramana et al., 2002). Les
interférons jouent, de façon générale, un rôle négatif sur la croissance (O’Shea et al., 2002).(‘J En absence de STAT1, les IFNs peuvent promouvoir la croissance comme le montre
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l’expression de certains gènes comme c-jun et c-myc qui ne sont normalement pas








Figure 1.5. Régulation positive et négative de la voie JakISTAT. L’activation de la voie Jak/STAT
se fait pat la liaison du ligand à son récepteur. Cette liaison entraîne l’oligomérisation du récepteur et
permet aux Jaks, qui y sont rattachées, de se transphosphoryler et de phosphoryler le récepteur. La
phosphorylation du récepteur entraîne le recrutement des STAT5 (via leurs domaines 5H2). Ces
STATs sont à leur tout phosphorylées sur une tyrosine située près du domaine SH2. Cette
phosphotylation entraîne la dimétisation des STATs qui transloquent au noyau ou elles se lient à
l’ADN et induisent la transcription de certains gènes. Parmis ces gènes, on retrouve ceux encodant
des régulateurs des Jaks (les SOCS). En plus d’inhiber l’activité kinase des Jaks les SOCS peuvent
aussi s’associer au récepteur et empêcher le recrutement des STATs. En plus de ces fonctions, les
SOCS dirigent les Jaks vers la voie ubiquitine-protéasome. De plus, les PIAS sont responsables de
sumoyler les STATs et de, possiblement, les exclurent du noyau (tiré de (O’Shea et aI., 2002)).
1.1.2.3.2. STAT2




et 3. Les souris déficientes en STAT2 sont viables, fertiles et hautement susceptibles aux
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infections virales en raison de la diminution de la transmission du signal en réponse aux
IFNs a et f3 (Park et al., 2000). En réponse à l’IFNu, STAT1 semble moins active en
absence de STAT2 suggérant ainsi que STAT2 peut, dans certains cas du moins, être
impliquée dans l’activation de STAT1 tel que proposé précédemment (Li et al., 1997; Park
et al., 2000).
1.1.2.3.3. STAT3
D’abord identifiée comme une protéine activée lors de la phase aigue de la réponse
immunitaire, STAT3 est un facteur de transcription activé par une panoplie de cytokines
(Leonard & OShea, 1998). L’inactivation du gène encodant STAT3 conduit à la mort des
embryons au jour 7.5 de gestation (Takeda et al., 1997; Akira, 1999). Ceci a forcé la
génération de souris déficientes en STAT3 dans certains tissus cibles utilisant la
Tableau 1.2. Phénotypes des souris déficientes en Janus kinases et en STATs. (adapté de
Leonard and O’Shea, 1998)
Gêne Phénotypes
JakI Viable et meurt peu après la naissnce en raison de troubles neurologiques et d’immunodéflcience combinée
sévère (SCID)
Jak2 Létale au niveau embryonnaire par manque d’érythropoïèse
Jak3 Viable et fertile, SCID
Tyk2 Viable et fertile, perte signalisation à l’IL-l2 dans les cellules « natural killer (NK)» et sensibilité accrue â
certaines infections virales.
STATI Viable et fertile, perte de signalisation par les interférons et tumorogénicité accrue.
STAT2 Viable et fertile, perte de réponse aux interférons ce et R baisse de l’expression de STATI dans certains tissus.
STAT3 Létale au niveau embryonnaire.
STAT4 Viable et fertile, perte de réponse à l’IL-l2 pour la différentiation des cellules Thi et sensibilité accrue à certains
pathogènes intracellulaires.
STAT5A Viable et fertile, perte de réponse â la Prolactine et défaillance dans le développement des glandes mammaires.
STAT5B Viable et fertile, défaillance de la croissance, dimorphisme sexuelle sexually dinzorphicgrowth
STATs 5A et 5B Viable, infertilité chez les femelles, défaillance du développement des glandes mammaires, masse corporelle
diminuée et perte de prolifération des cellules T.
STAT6 Viable et fertile, défaillance en différentiation des cellules Th2 et susceptibilité accrue aux infestations
helminthiques.
STAT4 et STAT6 Viable et fertile, défaillance en différentiation des cellules Th2.
technologie Cre-Lox (Akaishi et al., 1998; Takeda et al., 1999; Akira, 1999; Sano et al.,
1999; Chapman et al., 1999; Akira, 2000; Chapman et al., 2000; Schweizer et al., 2002).
Les données recueillies grâce à ces animaux suggèrent que la délétion de STAT3 n’affecte
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pas le développement de l’animal en général mais, affecte grandement certaines cellules
ou tissus cibles.
Les cellules T et les hépatocytes déficients en STAT3 répondent peu à l’IL-6 alors que les
macrophages et les neutrophiles surproduisent plusieurs cytokines en raison d’une réponse
exagérée à l’IL-lO (Alonzi et al., 2001). La perte de STAT3 au niveau des glandes
mammaires conduit à un retard dans le processus de mort cellulaire programmé lors de
l’involution des glandes mammaires (Chapman et al., 1999; Chapman et al., 2000).
L’inactivation du gène encodant STAT3 dans les keratinocytes n’influence pas les premiers
stades de développement de la peau et de la pilosité mais, influence les cycles subséquents
comme la pousse des poils (Sano et al., 1999). De façon importante, l’inactivation du gène
encodant STAT3 dans la peau a des répercussions majeures sur la cicatrisation et la
migration (in vitro) des cellules de l’épiderme (Sano et aÏ., 1999).
Plusieurs lignées cellulaires tumorales provenant de cancers du sein, du cou, des reins, de la
prostate et des ovaires ainsi que plusieurs leucémies expriment des formes actives de
STAT3 et de STAT5 (Bowman et al., 2000; Levy & Gilliland, 2000). Ces STATs sont
souvent activées en réponse aux facteurs de croissance et facilitent la croissance des
cellules en activant la transcription de certains gènes comme Bd-2 et Bcl-Xc(Sakai &
Kraft, 1997; Grad et al., 2000). STAT3 et STAT5 sont aussi activées dans plusieurs autres
types cellulaires transformés par différents oncogènes comme v-Src et BCR-Abl (Nelson et
al., 1998; Danial & Rothman, 2000; Bowman et al., 2001). De plus, l’association forcée de
STAT3 (la dimérisation par des ponts disulfures), entraîne la transformation de fibroblastes
et la formation de tumeurs chez la souris nude (Bromberg et al., 1999). Ces différentes
observations suggèrent que, contrairement à STAT1, STAT3 joue un rôle important dans la
croissance et/ou la survie cellulaire.
1.1.2.3.4. STAT4
STAT4 est impliquée dans la transmission du signal en réponse à l’IL-12. L’IL-12 stimule
la différenciation des cellules CD4 en cellules Thi (T helper-1) (Wurster et al., 2000). Les
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cellules Thl sont essentielles à la réponse immunitaire contre certains pathogènes et
certaines tumeurs et jouent également un rôle dans les maladies auto-immunes comme
l’arthrite rhumatoïde, le diabète et les scléroses. Le phénotype des souris déficientes en
STAT4 est identique à celui des souris déficientes en IL-12 ou déficientes en récepteur de
l’IL-12. Ainsi, ces souris ne produisent plus de cellules Thl, qui ne libèrent plus
d’IfNy (Wurster et al., 2000). STAT4 est aussi essentielle à l’expression adéquate des
récepteurs de l’IL-12 et de l’IL-18 dans les cellules Thi (Lawless et al., 2000).
Les souris déficientes en STAT4 sont résistantes aux maladies auto-immunitaires comme
dans certains modèles d’arthrite, de diabète et d’inflammation de l’encéphale (Chitnis et al.,
2001). À l’inverse, les souris déficientes en STAT4, en IL-12 et en récepteur de l’IL-12
sont plus susceptibles aux infections par des microorganismes (Lentsch et al., 2001;
Matsukawa et al., 2001).
1.1.2.3.5. STAT5A et STAT5B
Les STATs 5A et 5B sont issues de gènes distincts et presque identiques (plus de 90%
d’homologie). Les STATs 5A et 5B sont activées par une grande variété de cytokines et il
est surprenant de constater que les souris déficientes en STATs 5A et/ou 5B ont des
phénotypes très distincts (Lin & Leonard, 2000).
La réponse à la prolactine est grandement affectée dans les souris déficientes en STAT5A
alors que les souris déficientes en STAT5B ont des problèmes de croissance (Liu et al.,
1997; Imada et al., 1998; Kagami et al., 2000; Xue et al., 2002). Les souris double KO
(Knock-Out, STATs 5A-/-5B-/-) meurent rapidement après la naissance, sont infertiles et
ont un développement mammaire défectueux. Les souris double KO sont plus petites et
renferment moins de cellules dans la moelle osseuse (Bunting et al., 2002; Snow et al.,
2002). La faible masse corporelle des souris STAT5A-/-STAT5B-/- est attribuable à la
perte de signal par la GH. Finalement, la perte de STAT5A et 5B empêche la
transformation des cellules par Tel-Jak2 mais non celle induite par v-Abl ou BCR-Abl
(Schwaller et al., 2000; Sexl et al., 2000).
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La perte de STAT5A ou 5B a des répercussions importantes sur le développement des
cellules immunitaires. Dans les Souris STAT5A-/-, il y a un défaut d’expression du
récepteur c de l’IL-2 (IL-2Ra) (Nakajima et al., 1997). L’une des conséquences de cette
perte est la diminution de la croissance des cellules immunitaires en réponse à de faibles
concentrations d’Il-2 (Nakajima et al., 1997). La perte de STAT5B est responsable d’une
diminution plus marquée de la prolifération en réponse à l’IL-2 en comparaison aux souris
STAT5A-/-, (Xue et al., 2002). Contrairement aux souris STAT5A-/-, les fortes doses
d’IL-2 ne parviennent pas à restaurer la prolifération des splénocytes dans les souris
STAT5B-/- (Imada et al., 1998; Kagami et al., 2000; Xue et al., 2002). Ces résultats
suggèrent que ces deux STATs n’ont que peu ou pas de fonctions redondantes. Les deux
STATs 5 jouent un rôle important dans le développement des cellules NK. Cependant, la
perte de STAT5B semble en affecter le développement beaucoup plus profondément que la
perte de STAT5A (Imada et al., 1998).
1.1.2.3.6. STAT6
STAT6 est importante pour la réponse à l’IL-4 et à l’IL-13. En réponse à l’Il-4, les cellules
précurseurs CD4+ se différencient en cellules Th2 qui sont essentielles pour la défense de
l’organisme contre les helminthes (ver parasite de l’homme ou des animaux) et la réponse
allergique (Wurster et al., 2000). Ainsi, les souris déficientes en STAT6 ne répondent plus
à l’IL-4 ni à l’IL-13 (Wurster et al., 2000; Zhu et al., 2001). Ces souris STAT6-/-
présentent des difficultés à combattre les helminthes, une réponse réduite à certains
modèles d’asthme et une réponse très sévère à certaines pathologies reliées aux cellules
Thl (Chitnis et al., 2001). Les souris déficientes en STAT6 présentent un taux de mortalité
ainsi qu’un niveau d’inflammation et de production de cytokines plus élevé en réponse à un
choc endotoxique non infectieux. À l’inverse, en réponse à une infection bactérienne, les
souris STAT6-/- ont un taux de mortalité plus faible et une plus grande capacité à éliminer
les bactéries comparativement aux souris de type sauvage (Lentsch et al., 2001; Matsukawa
et al., 2001). Finalement, la déficience en STAT6 est associée à une augmentation de
C l’activité anti-tumorale (Terabe et al., 2000).
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1.1.3. JakISTAT chez les organismes inférieurs.
La voie Jak!STAT n’est pas restreinte aux mammifères. Des Jaks ont été retrouvées chez
plusieurs organismes inférieurs dont le poisson zèbre, la carpe et Drosophila melanogaster
alors qu’aucune Jak n’a été identifiée chez Ceanorhabditis elegans et Dictyosteliurn
discoideum (Binari & Perrimon, 1994; Conway et al., 1997; Hou et al., 2002). En revanche,
on a identifié des STATs chez tous ces organismes (Hou et al., 2002) Les études génétiques
reliées à ces organismes dévoilent que la voie «Jak »/STAT (Jak n’est pas présent chez
tous ces organismes) est requise dans un très grand nombre de processus cellulaire. Mis à
part son rôle bien défini dans le système immunitaire, les études faites chez les organismes
inférieurs ont mis en évidence le rôle majeur de la voie Jak/STAT dans la prolifération, la
différentiation ainsi que la migration cellulaire (Hou et al., 2002).
1.1.4. Activation et régulation négative de la voie Jak/STAT par les récepteurs
des cytokines (résumé).
Les cytokines agissent sur les diverses cellules du corps via leurs interactions avec une
grande diversité de récepteurs. Ces récepteurs activent principalement des voies de
signalisation impliquant plusieurs membres des familles des Jaks et des STATs. Bien
qu’une cytokine en particulier active principalement certains des membres des familles Jak
et STAT, il reste que le mécanisme moléculaire d’activation de la voie JakJSTAT est très
similaire d’une cytokine à l’autre.
Sommairement, la liaison d’une cytokine aux différentes sous-unités formant le récepteur
induit l’oligomérisation de ces dernières ce qui a pour effet de rapprocher les Jaks qui leurs
sont associées. Ces dernières se transphosphorylent et phosphorylent les queues
cytoplasmiques du récepteur (l’oligomère) ce qui génère des sites de liaisons aux STATs
Ces STATs seront à leur tour phosphorylées sur une tyrosine hautement conservée et
juxtaposée à leur domaine SH2. La phosphorylation de cette tyrosine favorise la
dimérisation des STATs via leur domaine SH2. Une fois dimérisées, les STATs
cD transloquent au noyau et se lient à des séquences spécifiques de l’ADN afin d’activer la
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transcription de plusieurs gènes cibles. La régulation négative de la voie Jak/STAT se
fait à plusieurs niveaux. En effet, plusieurs protéine tyrosine phosphatase (PTPs) incluant
SHP-l, PTP-1B et CD45 peuvent déphosphoryler les Jaks et les récepteurs des cytokines.
Les STATs, sous forme de dimère, s’associent aux PIAS et peuvent être sumoylées.
Certains des gènes encodent des protéines connues sous le nom de SOCS qui, une fois
exprimées sous l’influence des STATs, s’associent aux récepteurs et/ou aux Jaks et inhibent
l’activité kinase de ces dernières ainsi que le recrutement des STATs aux récepteurs. Tout
ceci a pour effet d’inhiber la transmission du signal. De plus, les SOCS jouent un rôle de
E3 ligase et dirigent ces même Iaks vers la dégradation par la voie ubiquitine-protéasome.
L’étude des souris déficientes en Jaks ou en STATs a permis de valider le rôle essentiel de
la voie JakJSTAT en réponse aux cytokines de type I et II dans les cellules
hématopoïétiques. Cependant, cette cascade de signalisation peut être activée par des
récepteurs ayant des structures complètement différentes de celles des récepteurs de
cytokines de type I ou II. En effet, la voie Jak!STAT est activée en réponse à des facteurs
de croissance (comme l’EGF), des médiateurs de l’inflammation (comme le PAF), des
chemokines (comme RANTES) ainsi que plusieurs substances vasoactives comme
l’angiotensine II (Ang II) et la thrombine. Ces divers agonistes activent principalement des
récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (GPCRs) ou des Récepteurs Protéines
Tyrosine Kinases (RTKs). Cependant, bien que le mécanisme d’activation de cette voie par
les cytokines est relativement bien caractérisée, celui passant par les RTKs ou les GPCRs
l’est beaucoup moins.
1.2. LES RÉCEPTEURS Ail ET PAR-l EN TANT QUE MODÈLE DE
RÉCEPTEURS COUPLÉS AUX PROTÉINES G HÉTÉROTRIMÉRIQUES.
Les Récepteurs Couplés aux Protéines G hétérotrimériques ( protein-coupled receptors:
GPCRs) font partie de la superfamille des protéines membranaires qui, suite à la liaison de
leurs ligands (neurotransmetteurs, hormones, autacoïdes etc.), permettent la transmission
d’un message de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule par l’intermédiaire de protéines G
hétérotrimériques (Marinissen & Gutkind, 2001). Cette famille de protéines joue un rôle
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important dans une panoplie de phénomènes physiologiques ou pathophysiologiques
comme la neurotransmission, le contrôle de la pression sanguine, l’inflammation, la
croissance et la différenciation cellulaire etc. En raison de leur grande diversité ainsi que de
leur très grand nombre, il serait presque inimaginable de faire la présentation de tous les
GPCRs à l’intérieur de cette introduction. Ainsi, seuls les récepteurs Ail et PAR-1 seront
présentés.
Ces deux récepteurs ont été choisis pour fin d’étude en raison de leur capacité à promouvoir
la croissance, la migration ainsi que la contraction des cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMCs vascular srnooth muscle celÏs) (Chamley-Campbell et al., 1981). En
plus de leur actions semblables sur la physiologie et la pathophysiologie des VSMCs, ces
récepteurs ont aussi été choisi en raison de leur capacité à activer la voie Jak/STAT (Orlov
& Plekhanov, 1968; Baudouin et al., 1972; McCann & Hagen, 1980; De Mey et aÏ., 1982;
De Clerck & Van Nueten, 1983; Geisterfer et al., 198$; Berk et al., 1989; Bell & Madri,
1990; Bar-Shavit et aÏ., 1990; Reuning et al., 1994; Schiffrmn, 2002; Marrero et aÏ., 1995;
Pelletier et al., 2003).
1.2.1. Le récepteur AT1 de 1’Angiotensine II.
En 1940, deux groupes de recherche rapportent la découverte d’une substance
vasoconstrictrice qu’ils nomment «angiotonin» ou «hypertensin ». Dans les années
cinquantes, trois groupes de recherche rapportèrent que cette substance vasoconstrictrice,
un octapeptide (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe), était la même et fut rebaptisé
angiotensin (1958) afin de satisfaire les deux groupes à l’origine de sa découverte (Touyz
& Schiffrmn, 2000; de Gasparo et aÏ., 2000).
Aujourd’hui il est clairement établi que 1’Angiotensine II (Ang II) est le fruit du clivage
protéolytique d’un précurseur nommé angiotensinogène. L’angiotensinogène est clivé par
la rénine afin de produire l’Ang I qui sera clivé par 1’ Angiotensin Converting Enzyme
(ACE, l’enzyme de conversion de l’Ang II) afin de produire l’Ang II (Figure 1.6). Bien que
l’Ang II soit le principal agent actif du système Rénine-Angiotensine (RA), l’Ang III et IV
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semblent aussi exercer des fonctions biologiques (Peach, 1977; Schiavone et al., 1990;
Wright et al., 1995). Quant à l’Ang II, son action physiologique est principalement relayée
par deux sous-type de GPCRs nommés Ail et AT2. Le récepteur Ail relaie la quasi-
totalité des effets biologiques connus de l’Ang II dans les systèmes cardiovasculaire, rénal,
neuronal, endocrine, hépatique, ainsi qu’auprès de plusieurs autres cellules cibles. Ainsi,




des-Aspi Angiotensine I NH2-Arg-Val-Tyr-lIe-Hls-Pro-Phe-Hls-Leu-COOH
Angiotensine II NH2-Asp-Arg-Vai-Tyr-He-His-Pro-Phe-COOH
Angiotensine III NH2g-VaI-Tyr-Ie-HIs-Pro.Phe.COOH
Anglotensine 1-7(1V) NH2-Asp-Ar9.V*I-Tyr-He-HIs-Pro-COOH -
Figure 1.6. Synthèse de l’Angiotensine I, II, III et IV, les principaux acteurs du système
RéninelAngiotensine. Langiotensinogène est le produit du gène de l’angiotensinogène et est le
précurseur de l’Angiotensine Il. L’angiotensinogène est clivé par la rénine afin de produite
l’Angiotensine I. Afin de produire l’Angiotensine Il, le peptide de 10 a.a. est clivé par l’enzyme de
conversion de l’Angiotensine (ACE, Angiotensin Çonverting Enzyme). L’Angiotensine Il peut être à
nouveau clivé pat un aminopeptidase (AP) afin de produire l’Angiotensine III. LAngiotensine IV est
produit par le clivage de l’Angiotensine I par une endopeptidase afin de former l’angiotensine J-7.
1.2.1.1. Structure du récepteur AT1
Le récepteur Ail est un récepteur de la famille des GPCRs (Murphy et al., 1991; Sasaki et
al., 1991). Chez le rat et la souris, il existe deux formes de récepteur Ail et elles sont
nommées AT1A et ATYB. Ces deux récepteurs possèdent la même affinité pour les ligands
du récepteur Ail et sont identiques à 95% (iouyz & Schiffrmn, 2000; de Gasparo et al.,
2000). Les principales différences entre ces deux récepteurs sont leurs distributions dans les
différents tissus, leurs localisations chromosomales, leurs structures génomiques et leurs
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mécanismes de régulation transcriptionnelle. Aucun autre mammifère n’a de sous-type
de récepteur AT1 (Sasaki et al., 1991; Bergsma et al., 1992; Itazaki et al., 1993; Bums et
al., 1993; Burns et al., 1994). Le récepteur AT1 est composé de 359 a.a. avec une masse
moléculaire théorique de 41 kDa. Les parties extracellulaires du récepteur sont formées de
la région N-terminale, et de trois boucles qui contiennent 3 sites de N-glycosylation et 4
cystéines. Chacun de ces sites de glycosylation sont glycosylés sur le récepteur ATÏ
(Jayadev et al., 1999). Deux des cystéines forment un pont disulfure entre les boucles
extracellulaires 1 et 2 alors que la deuxième paire de cystéines forme un pont disulfiire
entre la partie N-terminale et la troisième boucle extracellulaire (Ohyama et aÏ., 1995)
(figure 1.7). Le récepteur AT1 contient aussi trois boucles cytoplasmiques et une queue C-
terminale qui se situent l’intérieur de la cellule.
1.2.1.2. Mécanisme de régulation du récepteur AT1.
1.2.1.2.1. Activation
Le récepteur AT1, tout comme la plupart des GPCRs, oscille spontanément de la forme
active (R*) à la forme inactive (R) en absence d’agoniste. Pour la plupart des GPCRs, la
forme inactive semble être favorisée en l’absence d’agoniste alors que la forme R* est
favorisée (stabilisée) en présence d’agoniste. La présence d’agoniste induit un changement
conformationnel menant le récepteur à sa forme active (R*) ce qui permet le couplage à une
ou plusieurs protéines G hétérotrimériques. L’interaction entre le récepteur et la protéine G
hétérotrimérique va faciliter l’échange du GDP en GTP ce qui a pour effet d’activer la
protéine Ga et libérer les sous-unités 3y. Les sous-unités f3y et ci vont s’associer à différents
effecteurs afin de les activer et d’engendrer un réponse biologique (Marinissen & Gutkind,
2001). Il est maintenant prédit que plus d’une conformation, entre les formes actives et
inactives, peuvent être empruntées par ces récepteurs (Thomas et al., 2000).
L’activation du récepteur AT1 par l’Ang II requiert l’interaction entre la Tyr4 de 1’Ang II et
l’Asn1 du récepteur AT1. Ce dernier est situé dans le troisième domaine





Figure 1.7. Structure du récepteur ATI de I’Angiotensine II. Le récepteur AT1 est une protéine de
359 a.a. qui possède 7 passages transmembranaires. Ces domaines extracellulaires sont reliés entre
eux par des ponts disulfures et on y retrouve plusieurs sites de glycosylation. Les domaines
transmembranaires sont hautement hydrophobes et sont responsables de la liaison du ligand, l’Ang
Il. Les boucles intracellulaires et la queue cytoplasmique sont responsables de la transmission du
signal. Les a.a. indiqués en noir sont conservés dans tous les GPCRs (tiré de DeGasparo et al.,
2000).
peptide et l’His256 du récepteur permet de stabiliser la conformation active (R*) (Noda et
al., 1995). Le mouvement des domaines transmembranaires 3, 6 et 7 mène à des
changements de conformation au niveau des boucles cytoplasmiques et permet l’association
des protéines G hétérotrimériques (Gether & Kobilka, 1998).
Bien que tous les GPCRs possèdent sept domaines transmembranaires, peu d’acides aminés
sont conservés dans cette famille de protéines. En fait l’un des motifs conservé chez la
quasi-totalité des GPCRs est le NPx2..3Y. Ce motif est sujet à des changements de
conformations (Donnelly et al., 1994). Il joue aussi un rôle dans l’internalisation de
certains récepteurs comme le récepteur -adrénergique (2-AR) mais, non pas pour le
récepteur AT1 (Suce et al., 1994). Concernant le récepteur AT1, le motif NPx23Y semble
important pour la liaison de l’agoniste, l’activation normale du récepteur et la transmission
du signal (Hunyady et al., 1995a; Laporte et al., 1996). De la même façon, le motif DRY,
situé dans la deuxième boucle intracellulaire de plusieurs GPCRs, est important pour la
transmission de signaux (Baldwin et aÏ., 1997). Finalement, la Tyr215 est aussi importante
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pour l’activation, la transmission du signal et l’internalisation de plusieurs GPCRs dont
le récepteur ATÏ (Hunyady et al., 1995b).
1.2.1.2.2. Inactivation
Comme pour toutes les protéines impliquées dans les mécanismes de transmission de
signaux, l’activité du récepteur AT1 doit être régulée négativement afin d’interrompre la
transmission du signal. Suite à la stimulation du récepteur par l’Ang II, la queue
cytoplasmique du récepteur AT1 est phosphorylée et ceci conduit à son inactivation
(Balmforth et al., 1997; Olivares-Reyes et al., 2001; Guo et al., 2001). L’internalisation du
récepteur AT1 se fait via les vésicules tapissées de clathrine (Clathrin-Coated vesicules)
(Thomas et al., 1996). Contrairement à plusieurs autres GPCRs, il est proposé que
l’internalisation du récepteur AT1 se fait sans son association à la dynamine et la -
arrestine (Zhang et al., 1996). Cependant, une autre étude prétend Je contraire (Gaborik et
al., 2001). De plus, il est proposé que la désensibilisation et l’internalisation du récepteur
AT1 se fait par des mécanismes distincts et indépendamment de ceux découlant de son
activation et semblent requérir la phosphorylation de sa queue cytoplasmique (Hunyady et
al., 1994).
1.2.1.3. Signalisation cellulaire du récepteur AT1.
1.2.1.3.1. Protéines G hétérotrimériques et messagers secondaires.
Comme la plupart des GPCRs mobilisant le Ca2+, le récepteur AT1 s’associe
principalement aux protéines Gqii 1 qui activent la phospholipase Çj (PLC-f3). Cette
dernière est responsable de l’hydrolyse du phosphoinositol phosphorylé afin de générer
l’inositol triphosphate (InsP3) et le diacylglycerol (DAG). Ces deux messagers secondaires
2+ ,
conduisent a la bberation de calcium intracellulaire (Ca ) et I activation de proteines
kinases Ç classiques (PKC classiques). Il est proposé que dans les VSMCs, l’Ang II active
plutôt la phospholipase Cy (PLC-y) contrairement à la PLC- (Marrero et al., 1994;
Marrero et al., I 996a). Cependant, un autre groupe de recherche a clairement démontré que
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la PLC-3, et non la PLC-y, était responsable de la génération d’InsP3 dans les VSMCs
(Schelling et al., 1997). En outre, il est clairement établi que le récepteur Ail de l’Ang II
peut activer les phospholipases C-f31 et t32 via l’activation de protéines Gqiii ou même G
via leurs sous-unités Œ et
f3y,
respectivement (de Gasparo et al., 2000).
D’autres protéines G hétérotrimériques sont engagées suite à l’activation du récepteur Ail
(Macrez et aï., 1997; Macrez-Lepretre et al., 1997). L’activation des protéines G12113, par
exemple, conduit à l’activation de canaux calciques de type L (Macrez et al., 1997;
Macrez-Lepretre et al., 1997; Macrez et al., 1999; Kawanabe et al., 2002). Cependant, le
récepteur AT1 stimule la génération d’AMP cyclique via l’activation d’une adenylyl
cyclase sensible au calcium plutôt qu’un couplage direct entre le récepteur AT1 et une
protéine G (Kubalak & Webb, 1993) (Figure 1.8).
1.2.1.3.2. Phosphorylation en tyrosine
L’Ang II active également plusieurs voies de signalisation qui ont longtemps été
considérées comme exclusivement réservées aux RTKs ou aux récepteurs des cytokines.
Ainsi on notera l’augmentation de la phosphorylation en tyrosine d’une grande variété de
protéines dont la PLC-y (Marrero et al., 1994; Schelling et aÏ., 1997), Src (Ishida et al.,
1995), ppl2O (Okuda et al., 1995), pp125FAK OEocal Adhesion Kinase) (Okuda et al.,
1995), Jak2 (Ah et al., 1997a; Ah et aÏ., 1998; Sayeski et al., 1999a; Ah et al., 2000),
plusieurs STATs (Bhat et al., 1994; Marrero et al., 1995; Marrero et al., 1997; Ah et al.,
1998; Bhat & Baker, 1998; Sayeski et al., 1999a; Ah et al., 2000), la paxilline (Tumer et
al., 1995; Giasson et al., 1997), Tyk2 (Marrero et al., 1995; Giasson et al., 1997; Marrero
et al., 1997) et plusieurs Mitogen-Activated Protein Kinases (MAP Kinases) (Zolm et al.,
1995; Servant et al., 1996; Ushio-Fukai et al., 1998; Eguchi et al., 2001) en réponse à
l’Ang II. Contrairement aux RTKs et aux récepteurs des cytokines (qui sont toujours
associés aux Jaks), les GPCRs n’ont pas d’activité tyrosine kinase intrinsèque. Ainsi, les
mécanismes requis afin d’augmenter la phosphorylation en tyrosine de ces différentes
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protéines diffèrent vraisemblablement de ceux empruntés par les RTKs ou les récepteurs
des cytokines.
Il est suggéré que l’activation de la PLC-y par le recepteur Ail nécessite d’abord la
phosphorylation de cette enzyme ainsi que son association avec le motif YIPP
(phosphotyrosiné) situé dans la queue C-terminale du récepteur AT1 (Venema et al.,
1998a). Ce même motif est également important pour l’association avec d’autres protéines
comme Jak2 et SHP-2 (une Protéine Tyrosine Phosphatase, PTP) (Ah et al., 1997a). Bien
que l’enzyme responsable de la phosphorylation de la tyrosine du motif YIPP ne soit pas
identifiée, il semble que l’activité de Src, ou un autre membre de la famille, soit requise
(Paxton et al., 1994; Venema et al., 1998a).
L’Ang II active aussi une voie de signalisation jadis réservée aux récepteurs des cytokines
la voie Jak!STAT. En 1994, Bhat et ses collaborateurs ont montré que l’Ang II induit la
formation d’un complexe $1F dans les fibroblastes cardiaques (Bhat et al., 1994). $1F est
un complexe protéique qui comprend des membres de la famille STAT associés à un
élément de réponse SIE. Des trois complexes SIF induits par le PDGF ($1F A, B et C),
l’Ang II induit principalement la formation du complexe SIF-A. En réponse à l’IL-6, ce
complexe est formé rapidement (10-20 mm), alors qu’en réponse à l’Ang II, il est formé
après plusieurs heures. Ils ont rapporté que la formation tardive du complexe $1F-A par
l’Ang II ne requiert pas la synthèse de nouvelles protéines ni la libération de facteurs
induisant la formation de ce complexe (Bhat et al., 1995). La formation tardive du
complexe $1F-A corrèle plutôt avec l’activation tardive de STAT3 par l’Ang II. Cette
activation tardive serait principalement associée à des effets inhibiteurs de l’Ang II sur
l’activation de STAT3. Cette hypothèse est basée sur l’observation que l’Ang II inhibe
l’activation de STAT3 en réponse à l’IL-6 dans les cellules T3CHO qui expriment le
récepteur AT1 (Bhat et al., 1995). Cet effet inhibiteur sur l’activation de STAT3 serait dû à
l’activation de la voie ERK1/2 par l’Ang II. Cependant, le mécanisme par lequel les MAP
kinase ERK1 et 2 interfèrent avec l’activation ou bien la phosphorylation en tyrosine de
STAT3 demeure encore inconnu. À l’opposé, un autre groupe a clairement démontré que
e
l’activation de STAT3 dans les myocytes cardiaques est tardive (maximale à 2 h) et
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requiert la synthèse de nouvelle(s) protéine(s), possiblement un ou plusieurs membres de la
famille de 1’IL-6 (Kodama et al., 199$) (Sano et aï., 2000). Cependant, l’activation de




Figure 1.8. Voies de signalisation activées par le récepteur Ail de l’Angiotensine II. En
réponse à l’Ang Il, le récepteur Ail transmet son signal par l’entremise d’une panoplie de voies de
signalisation. L’activation du récepteur AT1 conduit à l’activation de protéines G hétérotrimériques
(rectangle vert). La croyance veut que ces protéines G soient responsables de l’activation des
diverses voies de signalisation dont les cascades des MAP kinase (rectangle orangé), l’activation de
P1K5 (rectangle bleu) ainsi que la voie JakISTAT (rectangle jaune) ainsi que plusieurs autres
cascades de signalisation. Adapté de de (Gasparo et al., 2000).
les myocytes cardiaques que dans les VSMCs (Bhat et al., 1994; Marrero et al., 1995;
Kodama et al., 199$; Venema et al., l99$b; Sayeski et al., 1999a; Schieffer et al., 2000;
Ah etal., 2000; Sayeski et al., 2001, Capitre 2).
Les STATs 1 et 3 ne sont pas les seules STATs à être activées par l’Ang II dans le système
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Cependant, l’activation des STATs 2 et 5 semble spécifique aux cardiomyocytes et
indépendante des propriétés intrinsèques du récepteur AT1 (McWhinney et al., 1998;
Kodama et al., 1998).
L’étude des mécanismes moléculaires menant à l’activation des Janus kinases par le
récepteur AT1 a permis l’élaboration d’un modèle d’activation semblable à celui des
cytokines et de leurs récepteurs. En réponse à l’Ang II, Jak2 et iyk2 s’associent au
récepteur Ail (Marrero et al., 1995). L’association de Jak2 au récepteur AT1 nécessite
l’activité kinase de Jak2, le motif 231YRFRR de Jak2 et le motif 319YIPP du récepteur
ATY (Ah et al., 1997a; Ah et al., 1998; Ah et al., 2000; Sayeski et al., 2001). En effet,
l’introduction d’une mutation dans le sous-domaine VIII (PIfWYAPE—÷PIfGYAPA) du
domaine kinase de Jak2 (Jak2L\VIII) inhibe son interaction avec le récepteur AT1. De la
même façon, la mutation du motif 31 9YIPP du récepteur Ail en AAAA ou bien la
mutation d’un motif 231 YRFRR de Jak2 en AAAAA empêche l’interaction entre Jak2 et le
récepteur. Cependant, le râle de la tyrosine 319 du récepteur AT1 n’est pas clairement
établie. Il est proposé qu’elle pourrait être phosphoiylée en réponse à l’Ang II mais la
simple mutation de cet acide aminé n’abolit pas l’activation de Jak2 ni son association au
récepteur. Aussi, l’activité kinase de Jak2 est nécessaire pour l’activation et l’association de
Src et fyn au récepteur ATI (Sayeski et al., 1999a; Sayeski et al., 1999b). Suite à
l’activation et l’association de Jak2 au récepteur Ail, STATÏ est phosphorylée en tyrosine.
Il est aussi suggéré que $TAT1 s’associe à Jak2 et non uniquement au récepteur (Ah et al.,
2000; Sayeski et al., 2001). De plus, la mutation du motif YRFRR de Jak2 empêche
l’interaction entre le récepteur et la kinase, mais n’influence aucunement la phosphorylation
en tyrosine de cette dernière. La figure 1.8 présente le modèle proposé pour l’activation de
la voie JakJSTAT ainsi que la phosphorylation d’une foule d’autres protéines.
Les paragraphes précédents ont fait état de l’un des mécanismes par lequel l’Ang II active
certaines protéines tyrosine kinases. Il a été proposé qu’un autre mécanisme permette
d’augmenter la phosphorylation en tyrosine. Ce mécanisme est maintenant connu sous le
nom de transactivation de RTKs. Il a été démontré que certains GPCRs possédent la
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capacité d’induire la phosphorylation du récepteur de l’EGF et que cette phosphorylation
était responsable de l’activation des MAP kinases ERK1 et ERK2 (Daub et al., 1996).
Egushi et ses collaborateurs ont mis en évidence un mécanisme semblable en réponse à
l’Ang II (Eguchi et al., 1998; Eguchi et al., 2001). Les uns ont proposé que la trans
activation du récepteur de l’EGF par le récepteur AT1 requiert l’activation d’une ou
plusieurs métalloprotéases qui permettraient le clivage du pro-HB-EGF en HB-EGF
(Prenzel et al., 1999). Ce dernier serait alors responsable de l’activation du récepteur et
donc de l’activation des MAP kinases ERK1 et 2 (Eguchi et al., 2001). D’autres ont
proposé un modèle dans lequel la production de radicaux libres oxygénés (ROS; Reactive
Oxygen Sfiecies) et l’activation de PTKs (protéine tyrosine kinases solubles) serait
responsable de la phosphorylation du récepteur de l’EGF (Shibasaki et al., 2001; Ushio
Fukai et al., 2001a; Ushio-Fukai et al., 2001b). En plus de la transactivation du récepteur de
l’EGF, d’autres cross-talks ont été rapportés. Le récepteur AT1 transactive le récepteur de
l’IGf-l ainsi que la phosphorylation de IRS-1 (Ah et al., 1997b), le récepteur du PDGFbb
(Linseman et aÏ., 1995) ainsi que LOX-1 un récepteur des LDL-oxydées (Li et al., 1999)
(Figure 1.8). À l’encontre de ces études, certains ont rapporté que l’activation du récepteur
Ail de l’Ang II active certaines voies de signalisation qui ont une action négative sur la
transactivation du récepteur de l’EGF (Li et al., 1998).
1.2.1.3.3. Activation de sérine/thréonine kinases
Comme la plupart des facteurs de croissance, l’Ang II active une multitude de voies de
signalisation impliquant des protéines sérine/thréonine kinases (STK). Parmi celles-ci, on
retrouve, la voie des MAP kinases ERK1 et 2 (Servant et al., 1996), ERK5 (Abe et al.,
1996), p38 (Ushio-Fukai et al., 1998; Meloche et al., 2000 Eguchi et al., 2001) et la voie
JNK (Schrnitz et al., 1998). Dans les myocytes cardiaques, l’Ang II active la voie ERK1/2
d’une manière similaire aux facteurs de croissance. Ces derniers activent la voie ERK1/2
par l’association de leurs récepteurs à Grb2 et Sos. Sos est un facteur d’échange de
nucléotide LGuanine nucleotide exchangefactor, GEF) qui permet la liaison du GTP à Ras,
Rac et Rho (voir section 1.3.). Une fois activée (lié au GTP), Ras s’associe et active la
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protéine S/T kinase Raf-1 qui à son tour, phosphoryle MEK1 et 2 (deux MAP kinase
kinases). Ces dernières, activent les MAP kinases ERK1 et ERK2 en les phosphorylant sur
la tbréonine et la tyrosine de leur boucle d’activation. Ainsi phosphorylées, les MAP
kinases ERK1 et 2 se dissocient des MEKs et pénètrent au noyau où elles phosphorylent
plusieurs substrats comme des facteurs de transcription et d’autres protéines kinases
(Argetsinger & Carter-Su, 1996; Widmann et al., 1999; Kyriakis & Avruch, 2001). Elles
phosphorylent aussi des substrats cytoplasmiques. Alors que cette cascade de signalisation
est relativement bien caractérisée, le mécanisme par lequel Ras est activé en réponse à
l’Ang II l’est beaucoup moins. Il est proposé que pp6O-Src et Pyk2, tout comme la
transactivation du récepteur de l’EGF, jouent un rôle important dans ce processus
(Schieffer et al., 1996a; Marrero et al., 1996b; Schieffer et al., 1996b; Eguchi et aÏ., 1998;
Eguchi et al., 2001; Uchiyama-Tanaka et al., 2001). De plus, de récentes évidences
suggèrent que la protéine d’échafaudage f3-arrestin est impliquée dans l’activation de la
voie ERK1 et 2 et JNK (McDonald et al., 2000; Luttreil et al., 2001; Tohgo et al., 2002;
Ahn et al., 2003).
En plus des MAP kinases ERK1 et 2, plusieurs autres MAP kinases sont activées en
réponse à l’Ang II. Tout comme en réponse à l’IL-l et le Tumor Necrosis Factor (TNF),
l’Ang II active JNK par l’entremise de la p2]-Activated Kinase (PAK) (Schmitz et al.,
1998). En réponse à l’Ang II, p38 est activé par l’entremise de la génération de ROS
(Ushio-Fukai et al., 1998; Meloche et al., 2000). Ceux-ci conduisent également à
l’activation de Akt/PKB dans les VSMCs (Ushio-Fukai et al., 1999). En réponse à l’Ang II,
Akt est activée selon un mécanisme qui requiert la PI-3 kinase (hosphatidylinositol-3
kinase) ainsi que des PTKs (Takahashi et al., 1999). Finalement, l’Ang II active d’autres
STKs dont la 70S61( (Giasson & Meloche, 1995), la Ca2/calrnoduline-kinase-II (Cam
Kinase-II) (Abraham et al., 1997) ainsi que la casein kinase I (Voisin et al., 1999) (Figure
1.8).
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1.2.1.3.4. Radicaux libres oxigénés.
Les radicaux libres oxygénés jouent un rôle essentiel dans l’activation de certaines voies de
signalisation en réponse à l’Ang II, ainsi qu’en réponse à plusieurs autres facteurs de
croissance (Rao & Berk, 1992; Sundaresan et al., 1995; Rao et al., 1995; Sundaresan et al.,
1996; Ushio-Fukai et al., 1998). À l’origine, les ROS ont été identifiés comme l’un des
sous-produits de la dégradation cellulaire. Aujourd’hui, un rôle essentiel dans la
transmission de signaux extracellulaires leur est attribué (Bokoch & Diebold, 2002). Les
ROS sont produits via l’activation d’un complexe multiprotéique nommé la Nicotinarnide
Adenine Dinucleotide Phosphate oxidase NADPH)-oxidase. Le mécanisme de
fonctionnement de ce complexe est décrit en détail à la section 1.3. La NADPH oxydase est
principalement retrouvé dans les cellules phagocytaires alors qu’un système similaire est
retrouvé dans la plupart des autres types cellulaires, dont les VSMCs (Voir section 1.3).
1.2.1.4. Fonctions du récepteur AT1.
À l’origine, les fonctions physiologiques et pathophysiologiques de l’Ang II ont été établies
grâce à la génération d’antagonistes spécifiques des récepteurs AT1 et AT2 (ex: losartan
(Dup753) ou PD123319, respectivement). Aujourd’hui, ces données ont été confirmées
grâce à la génération de souris déficientes en angiotensinogène (Agt-I-) et en enzyme de
conversion de l’Ang II (ACE-I-), ainsi que par le ciblage des gènes encodant les trois
formes de récepteurs de l’Ang II (Agtrla-/-, Agtrlb-/- et Agtr2-I-) (Tanimoto et al., 1994;
Krege et al., 1995; Esther, Jr. et al., 1996a; Esther, Jr. et al., 1996b; Oliverio et al., 1997;
Tsuchida et al., 1998). En plus de confirmer les rôles attribués au système rénine
angiotensine (RA) sur la régulation de la pression sanguine, la génération de ces souris a
aussi permis d’identifier la contribution de ce système dans le développement
embryonnaire murin.
Les souris déficientes du gène de l’angiotensinogène (Agt-I-) ou de l’ACE (Ace-I-)
présentent les mêmes anomalies. D’abord, ces animaux ont une pression sanguine plus
faible que les souris de type sauvage, confirmant ainsi l’action vasoconstrictrice de l’Ang
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II. Ces souris démontrent aussi certains problèmes de survie puisque la plupart d’entre
elles meurent avant d’être sevrées. Pour celles qui surpassent ces problèmes, les études
montrent qu’elles meurent dans les douze (12) mois suivant la naissance. Des anomalies
rénales ont également été observées. En effet, ces animaux souffrent d’inflammation au
niveau du cortex surrénalien ainsi que d’hypoplasie de la medulla. Ceci a pour conséquence
une déficience de l’activité rénale qui résulte en une plus faible capacité du rein à
concentrer l’urine. finalement, la perte du gène de l’ACE entraîne l’infertilité chez les
mâles (Esther, Jr. et al., 1996a).
L’utilisation d’antagonistes spécifiques des récepteurs de l’Ang II a permis d’établir que
l’action de l’Ang II est principalement relayée par le récepteur AT1 (AT1A et AT1B chez
les rongeurs) alors que peu de fonction n’est attribué au récepteur AT2. Ces observations
ont été confirmées par la génération de souris déficientes en récepteurs AT1A et/ou AT1B
(Ito et al., 1995; Sugaya et al., 1995; Chen et al., 1997b). La pression sanguine des souris
déficientes en récepteur AT1A (Agtrla-/-) est de 20 mmHg plus faible que chez les souris
de type sauvage en plus de demeurer presque inchangée à l’injection d’Ang II. Cependant,
contrairement aux souris Agt-/- ou ACE-/-, les souris Agtrla-/- ne présentent aucune
anomalie rénale ou cardiaque ni de problème de survie majeur, excepté que leur longévité
est légèrement diminuée comparée aux souris de type sauvage. Ces données confirment le
rôle du récepteur AT1A dans le contrôle de la pression sanguine, mais suggère aussi que ce
récepteur n’a peu ou pas d’influence sur le développement embryonnaire (Oliverio et al.,
1997). Par ailleurs, l’administration d’Ang II aux souris Agtrla-/- résulte en une
augmentation de la pression sanguine et elle peut être renversée par la présence d’un
antagoniste spécifique du récepteur AT1. Ces données suggèrent que le récepteur AT1b
contribue aussi à la réponse vasomotrice de l’Ang II (Oliverio et al., 1997). Ces données
sont aussi supportées par l’observation que l’Ang II peut toujours augmenter la
mobilisation de Ca2+ dans les VSMCs provenant de souris Agtrl a-/- (Zhu et al., 199$).
Ces données ont mené à la génération de souris doublement déficientes en récepteurs
AT1A et AT1B. En plus d’avoir une pression sanguine plus faible au repos, en
comparaison aux souris Agtrla-/-, les souris Agtrla-/-/Agtrlb-/- présentent les mêmes
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anomalies de développement que les souris ACE-I- et Agt-I- (Oliverio et al., 1997;
Tsuchida et al., 1998). Finalement, les données recueillies par ces groupes de recherche ont
confirmé que la réponse vasomotrice de l’Ang II est uniquement relayée par les récepteurs
AllA et AT1B puisque l’Ang II n’a pas d’influence sur la pression des souris Agtrla-I
IAgtrlb.
Le ciblage du gène encodant le récepteur A12 démontre que ce dernier agit en tant
qu’antagoniste physiologique du récepteur AT1 puisque les souris Agtr2-I- montrent une
hausse de la pression sanguine moyenne et une sensibilité accrue à l’Ang II (Tchiki et al.,
1995; Hein et al., 1995a; Hein et al., 1995b).
1.2.2. Le récepteur PAR-1 de la thrombine.
La thrombine a été identifiée comme une protéine sérine protéase produite en réponse au
complément sanguin, plus particulièrement au facteur Xa. La thrombine est responsable de
la formation de fibrines (la matrice fibreuse des caillots sanguins) à partir du fibrinogène
(Stubbs & Bode, 1993). En plus de son rôle dans la formation de caillots sanguins, la
thrombine joue un rôle primordial dans l’activation des plaquettes (Macfarlane et al.,
2001). Aujourd’hui, la thrombine est aussi connue pour agir sur les monocytes, VSMCs, les
cellules endothéliales, les lymphocytes et plusieurs autres types cellulaires (Chen &
Buchanan, 1975; Chen et al., 1976; Bar-Shavit et al., 1983; Bizios et al., 1986; Daniel et
al., 1986). La majeure partie des fonctions connues de la thrombine est relayée par le
récepteur PAR-1 (roteinase-Activated Receptor-j) (Macfarlane et al., 2001). PAR-1 fait
partie d’une famille de récepteurs à sept domaines transmembranaires qui sont activés par
des protéases. Cette famille de récepteurs comprend 4 membres : les PAR-l, -2, -3 et -4.
Alors que la thrombine active PAR-1, PAR-3 et PAR-4, le récepteur PAR-2 est
principalement activé par la trypsine (Nystedt et al., 1994). Le récepteur PAR-3 ne semble
pas promouvoir de signalisation intracellulaire (Nakanishi-Matsui et al., 2000) et PAR-4 est
un récepteur de très faible affinité envers la thrombine (Kahn et al., 1998). Comme la
thrombine relaie principalement ses effets par le récepteur PAR-1, seul ce récepteur sera
revu dans cette section.
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1.2.2.1. Structure
Le récepteur PAR-1 de la thrombine a été cloné en 1991 et encode une protéine de 425
acides aminés (Vu et al., 1991). L’hydropathie de cette protéine indique qu’elle fait partie
des récepteurs à sept passages transmembranaires ou GPCRs. Cette protéine possède un
peptide signal à l’extrémité N-terminale, plusieurs sites de glycosylation et une séquence de
clivage à la thrombine (LDPR.jS). La présence de cette séquence indique que l’activation
du récepteur se fait par clivage protéolytique.
1.2.2.2. Mécanismes de régulation du récepteur PARi de la thrombine.
1.2.2.2.1. Activation
Le clivage de la portion N-terminale du récepteur par la thrombine au niveau de l’arginine
41, démasque une séquence peptidique qui sert de ligand. Cette séquence se lie au récepteur
et l’active (Figure 1.9). De façon similaire, le récepteur de la thrombine peut être activé en
réponse au peptide TRAP-14 LThrombin Receptor Activating Peptide-14,
SFLLRNPNPDKYEPF), qui correspond à l’extrémité N-terminale du récepteur suite à son
clivage protéolytique. Le clivage protéolytique donnant lieu à l’exposition du ligand semble
être le seul mécanisme d’activation du récepteur. En effet, la substitution du site de clivage
à la thrombine par une séquence permettant le clivage par l’entérokinase rend le récepteur
activable par cette protéase (Chen et al., 1994). De plus, un récepteur mutant qui ne
possède plus la région N-terminale est inactif et insensible à la thrombine. Ceci suggère
que cette région n’agit pas comme un répresseur du récepteur, mais bien comme ligand et
que ce dernier doit être démasqué.
La haute affinité de la thrombine pour ce récepteur est conférée par la présence d’un
domaine semblable à l’huridine (huridin-like dornain). Ce domaine, s’étend de l’a.a. 51 à
l’a.a. 63. Les protéines présentant aussi cette région (huridin-like domain) ont la capacité
d’inhiber l’action de la thrombine (Bouton et al., 1995a; Bouton et al., 1995b). De plus, la








Figure 1.9. Récepteur PAR1 de la Thrombine. A. Représentation de la structure des récepteurs
PARs ainsi que leurs régions importantes pour leur activation. B. Le récepteur PAR-1 de la thrombine
est activé par le clivage de l’extrémité N-terminale du récepteur. Ce clivage démasque une région du
récepteur qui servira ensuite de ligand pour le récepteur. Un peptide correspondant à cette région du
récepteur peut aussi servir d’agoniste (tiré de (Macfarlane et aI., 2001)).
thrombine (Œ-thrombine) pour d’activer le récepteur PAR-1 (Seiler et al., 1995; Ishii et al.,
1995; Bouton et al., 1995a; Bouton et al., 1995b) (Figure 1.9).
Comme l’activation du récepteur ne dépend pas uniquement du clivage de la région N-
terminale, mais aussi de la liaison du ligand «démasqué» au reste du récepteur, il a été
rapporté que cette interaction se fait par la boucle extracellulaire 2 et la région N-terminale
67
(Bahou et aÏ., 1994; Lemer et al., 1996). À l’aide de la mutagenèse dirigée, les résidus
Phe87 de la région N-terminale et G1u26° ont été identifiés comme responsables de la
spécificité envers le ligand. En fait, l’Arg5 du peptide TRAP (SFLLRN) s’associe au
Glu260. Il est proposé que l’interaction entre le «motif caché» de la queue N-terminale de
la protéine et le reste du récepteur permette des changements de conformations qui
entraîneront l’interaction entre le récepteur et les molécules de signalisation comme les
protéines G hétérotrimériques.
1.2.2.2.2. Régulation négative
La désensibilisation et l’internalisation du récepteur PAR-1 se font essentiellement de la
même façon que pour les autres récepteurs à sept passages transmembranaires (Macfarlane
et al., 2001). Suite à l’activation du récepteur par la thrombine, le récepteur PAR-1 est
phosphorylé par les G protein-receptor kinases (GRKs) sur les sérines 391 et 395 (Ishii et
al., 1994). Il semblerait que GRK-3 soit plus efficace à phosphoryler et découpler le
récepteur PAR-1 des protéines G hétérotrimériques que GRK-2. Cependant, l’activation de
ces différentes GRKs semble être spécifique au type cellulaire étudié. Par exemple, GRK-5
est la kinase responsable de la phosphorylation de PAR-1 dans les cellules endothéliales
alors que GRK-3 est responsable de la phosphorylation du récepteur dans d’autres types
cellulaires (Timppathi et al., 2000).
En plus de la phosphorylation de la queue cytoplasmique du récepteur par les GRKs,
d’autres événements participent à la désensibilisation du récepteur PAR-1. En effet, il a été
démontré que le clivage protéolytique du ligand conduirait à l’inactivation du récepteur
(Coller et al., 1992; Chen et al., 1996a; Kuliopulos et al., 1999; Hammes & Coughlin,
1999).
L’intemalisation du récepteur PAR-1 se fait très rapidement en réponse à la thrombine. Le
récepteur PAR-1 est d’abord intemalisé dans les endosomes primaires (early endosomes).
Par la suite, une grande proportion de ces récepteurs sont redirigés vers les lysosomes pour
la dégradation (Hoxie et al., 1993). La queue C-terminale du récepteur est responsable de
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son internalisation (Trejo et al., 1998). Les récepteurs qui évitent la dégradation
lysosomiale sont recyclés à la surface mais ne sont plus activables par la thrombine. Les
réserves intracellulaires de récepteur PAR-1 ou bien la synthèse de novo est responsable de
la re-sensibilisation de la réponse à la thrombine (Hoxie et al., 1993; Brass et al., 1994;
Molino et al., 1997).
1.2.2.3. Signalisation cellulaire du récepteur PAR-1 de la thrombine
1.2.2.3.1. Protéines G hétérotrimériques et messagers secondaires
L’activation du récepteur PAR-1 conduit principalement à l’activation de protéines G
hétérotrimériques de la classe G (Hung et al., 1992; Kanthou et al., 1996). L’activation de
ce récepteur permet également la synthèse d’inositol triphosphate (InsP3), la libération de
Ca2 intracellulaire, la génération de DAG et l’activation de protéines kinases C (PKCs)
classiques (Babich et al., 1990; Hung et al., 1992). La thrombine stimule aussi la
génération d’autres phospholipides, dont l’acide arachidonique, suite à l’activation de la
phospholipase D (PLD) et de la phospholipase A2 (PLA2) (McNicol & Robson, 1997;
Cheng et al., 1999). L’activation de la PLA2 et de la PLD par le récepteur PAR-1 est relayé
par une protéine G110 (Winitz et al., 1994; Suzuki et al., 1996). La synthèse d’insP3 par la
thrombine nécessite l’activation de protéine Gqii i dans plusieurs systèmes, alors que pour
d’autres systèmes, elle découle de l’activation de protéines G hétérotrimériques sensibles à
la toxine pertussique (PTX) (Babich et al., 1990; Lounsbuiy et al., 1991; Baffy et al., 1994;
Benka et al., 1995; Ogino et al., 1996; Offermanns et al., 1997).
En plus des protéines Gq/1I ou G110, le récepteur PAR-1 est capable d’activer les protéines G
hétérotrimériques G12 et G13 (Offermanns et al., 1994). L’activation de ces protéines G joue
un rôle essentiel dans l’activation de la transcription génique et la synthèse d’ADN en
réponse à la thrombine (Aragay et al., 1995). L’activation du facteur de transcription AP-1
(hétérodimère formé de membres de la famille Jun et Fos) semble aussi être relayé par un
mécanisme dépendant de G12 et l’activation subséquente de Ras, Rac et finalement JNK
(Collins et al., 1996). G12 est aussi impliquée dans l’induction de la phosphorylation en
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tyrosine de plusieurs autres protéines (Collins et al., 1997). Dans certains types,
cellulaires l’activation de p38 et de JNK est complètement dépendante de la protéine G
alors que dans d’autres elle est dépendante de la PKC et Gqiii (Mitsui et al., 1997; Mitsui et
al., 199$; Malcolm et al., 2000) (Figure 1.10). Plusieurs autres voies de signalisation
semblent découler de l’activation de Ga12 comme par exemple l’activation de Rho (une
petite protéine G monomérique). Rho est impliquée dans l’activation de JNK, de la PI-3
kinase et plusieurs autres protéines kinases y compris la Rho-kinase (ROK, ROCK, Rho




Figure 1.10. Voies de signalisation engendrées par le récepteur PAR-J de la Thrombine. En
réponse à la thrombine, le récepteur PAR-J transmet son signal par l’entremise d’une panoplie de
voies de signalisation. L’activation du récepteur PAR-1 conduit à l’activation de protéines G
hétérotrimériques (rectangle vert). La croyance veut que ces protéines G soient responsables de
l’activation des diverses voies de signalisation dont les cascades des MAP kinase (rectangle orangé),
l’activation de protéines tyrosine kinases (rectangle bleu) ainsi que la voie JakISTAT (rectangle
jaune) ainsi que plusieurs autres cascades de signalisation. (Adapté de MacFarlane et al., 2001)
dependent kinase). Rho joue aussi un rôle important dans l’organisation du cytosquelette
d’actine, l’apoptose de cellules neuronales, l’agrégation plaquettaire, l’augmentation de la
synthèse d’ADN, la migration des VSMCs ainsi que la contraction des cellules
endothéliales (Zhang et al., 1995a; Donovan et al., 1997; Majumdar et al., 199$; Essler et
al., 199$; $easholtz et al., 1999). L’activation de Rho par GŒI2,13 est relayée par un gitanine
exchange factor (GEF) spécifique à Rho (p 115 Rho-GEF). Ce GEF contient un domaine














RGS auquel s’associe la protéine GŒI2 , ce qui active le GEF (Fukuhara et al., 1999)
(figure 1.10).
1.2.2.3.2. Phosphorylation en tyrosine.
La stimulation du récepteur PAR-1 par la thrombine conduit lui aussi à l’activation d’une
panoplie de voies de signalisation qui conduisent à l’augmentation de phosphorylation en
tyrosine et qui semblent, pour certaines, découler de l’activation de G G aq/1 I ou bien G
12/13. Parmi ces voies, on retrouve la phosphorylation en tyrosine de Shc (Choudhury et al.,
1996), l’activation de membres de la famille Src (Cichowski et aï., 1992; Rao et al., 1995),
de Jak2 (Rodriguez-Linares & Watson, 1994), de la ppl25FAK (Negrescu et al., 1995;
Choudhury et al., 1996), et de Pyk2 (Olmiori et al., 2000). Cependant, les mécanismes
précoces menant à l’activation de ces kinases restent encore peu définis (Figure 1.10).
1.2.2.3.3. Activation de sériue/thréonine kinases.
La thrombine est aussi capable d’activer les MAP kinases ERK1 et 2 via le récepteur PAR-
1. Il est clairement établi que l’activation de cette voie de signalisation par les RTKs est
initialisée par l’activation de Shc qui recrute Sos et Grb2 au récepteur. Sos est un GEF
capable d’activer Ras. Une fois active (liée au GTP), Ras recrute et active Raf-1 qui est
responsable de phosphoryler et d’activer MEK (une MAP kinase kinase). Finalement cette
dernière active par phosphorylation les MAP kinases ERKs 1 et 2 (Widmann et al., 1999).
La thrombine active aussi les MAP kinases via l’activation de protéines tyrosine kinases, et
de la protéine G hétérotrimérique GŒÎ/O puisque l’activation prolongée de ERK1 et 2 par la
thrombine est sensible à la toxine pertussique et la génistéine (Meloche et al., 1992;
Kranenburg et aï., 1997; Prenzel et al., 1999). À l’opposé, l’activation précoce des MAP
kinases et les intermédiaires menant à cette activation (phosphorylation de SHC,
l’association de GTP à Ras, etc.) n’est pas sensible à cette toxine et est donc indépendante
de GŒj/O (Chen et al., 1996b). Tout comme pour le récepteur de l’Ang II, il semblerait que
l’activation de ERK1 et 2 soit relayée par la transactivation du récepteur de l’EGF, du
.
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bFGf ou bien du récepteur de l’IGF-l (Weiss & Maduri, 1993; Daub et al., 1996;
Delafontaine et al., 1996) (Figure 1.10).
La thrombine active aussi plusieurs isoformes de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3
kinase) afin de générer le phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate (PtdInsP3). La thrombine
active l’isoforme y-pllO via l’activation de protéines G hétérotrimériques et plus
précisément via l’association des sous-unités f3y à la lipide kinase (Azim et al., 2000).
Dans certains types cellulaires, comme les plaquettes, la thrombine stimule la génération de
PtdInsP3 par l’entremise de la petite protéine G monomérique Rho (Zhang et al., 1995a).
En fait, les mécanismes menant à l’activation de l’une ou plusieurs isoformes de PI-3
kinase semblent être dépendant du type cellulaire étudié. De plus, des mécanismes
différents peuvent être empruntés à l’intérieur d’un même type cellulaire (Macfarlane et al.,
2001). L’activation de la PI-3 kinase conduit à l’activation d’autres sérine/thréonine kinases
comme par exemple la 70s6k (Belham et al., 1997; Walker et al., 199$; Johanson et aï.,
1999; Krymskaya et al., 1999) et la protéine kinase B ou Akt (Walker et al., 199$).
Tableau 1.3. Rôle du récepteur PAR-J de la thrombine dans les différents tissus. (Adapté de
MacFarlane et al., 2001).
Tissu Type cellulaire Effets
Système respiratoire Epithélium trachéal, Fibroblastes, Relâche de PDGF; relaxation!contraction; t relâche de
SMCs prostaglandines; production de collagène; tprolifération.
Sang Plaquettes Activation; dégranulation; t Aggrégation; t[Ca2”1; tthromboxane
A2.
Os Ostéoblastes t [Ca2]; prolifération.
Tissus conjonctifs Fibroblastes sinuvials prolifération; î IL-6; t GM-CSF.
Système VSMCs, endothélium Relaxation/Contraction; mitogène; t [Ca21; facteur de von
cardiovasculaire Willerbrand; t NO (oxyde nitrique); t de l’expression de P-sélectine
etICAM.
Epiderme Keratinocytes [Ca2]; prolifération; inhibe la différentiation.
Système immunitaire Monocytes, Cellules T [Ca2]; IL-6; î IL-l; t TNF-a; dégranulation et activation.
Intestin SMCs Relaxation/contraction.
Reins Cellules épithéliales glomérulaires, Relâche de TGF-3.
cellules mésangiales glomérulaires
Système nerveux Cellules gliales, astrocytes, neurones t [CaJ; t prolifération; renversement de la stellation; Induit
l’apoptose chez les neurones.
Muscle squelettique Myocytes t [Ca”J.
Estomac SMCs Relaxation/Contraction.
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Ces deux dernières jouent un rôle important dans la survie et la croissance cellulaire
(Marte & Downward, 1997; Hafizi et al., 1997; Datta et al., 1999; Krasilnikov, 2000).
1.2.2.3.4. Radicaux ]ibres oxygénés
D’autres voies de signalisation sont activées en réponse à la thrombine. Parmi celles-ci, on
retrouve la génération de ROS. Ces derniers jouent un rôle important dans le processus
d’activation de plusieurs voies de signalisation ainsi que dans la croissance des VSMCs
(Rao & Berk, 1992; Abe et aÏ., 1997) (Figure 1.10).
1.2.2.4. Fonctions du récepteur PAR-1 de la thrombine
La thrombine joue un rôle important dans la cicatrisation et la régénération des vaisseaux
endommagés (Camey, 1992). En réponse au dommage vasculaire, elle coordonne l’action
de plusieurs cellules menant à l’agrégation plaquettaire, l’extravasation des leucocytes,
l’angiogénèse, la régénération de cellules nerveuses ainsi que l’initiation d’une réponse
immunitaire contrôlée. La thrombine exerce ses effets sur une grande variété de types
cellulaires faisant partie de plusieurs systèmes. Ceux-ci incluent le système respiratoire, le
sang, les os, les tissus conjonctifs, le système cardiovasculaire (principalement les VSMCs
et les cellules endothéliales), l’épiderme, le système immunitaire, le système gastro
intestinal, les reins, le système nerveux et les muscles squelettiques (Macfarlane et aï.,
2001) (Tableau 1.3).
Au niveau cardiovasculaire, la thrombine et les peptides TRÀP induisent une vasodilatation
dépendante de l’endothélium vasculaire (deBlois et al., 1992; Antonaccio et al., 1993;
Antonaccio & Normandin, 1994). Tout comme pour la bradykinine, les effets
vasodilatateurs de ta thrombine sont relayés par la libération d’oxyde nitrique (NO) et de
prostacycline (prostaglandine 12, PGI2) par l’endothélium (Ku et al., 1993; Ku & Dai,
1997). Cependant, dans certains lits vasculaires, une réponse vasomotrice de la thrombine
peut être observée même en présence d’endothélium (Tay-Uyboco et al., 1995).
O
73
En plus de ses effets contractiles et relaxants, la thrombine induit la croissance de
plusieurs types cellulaires d’origine mésenchymateuse. En effet, la thrombine stimule la
croissance des fibroblastes, des VSMCs et des cellules endothéliales (Chen & Buchanan,
1975; Camey et al., 1978; McNamara et al., 1993). Les effets prolifératifs de la thrombine
ont aussi été observés sur les lymphocytes, les ostéoblastes ainsi que plusieurs autres types
cellulaires (Chen & Buchanan, 1975; Abraham & MacKie, 1999).
1.3. LES PETITES PROTÉINES G DE LA FAMILLE RHO.
Les petites protéines G (GTPases) de la famille Rho font partie de la superfamille Ras.
Cette superfamille compte environ 150 protéines G monomériques de la levure à l’Homme.
Cette superfamille se divise en cinq familles : Ras, Rho, Rab, $arl/Arf et Ran (Takai et al.,
2001). Ces diverses GTPases sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires. Les
familles Ras et Rho sont impliquées dans la régulation de l’expression génique, Rho dans
l’organisation du cytosquelette, Rab et Sarl/Arf influencent le transport vésiculaire alors
que Ran contrôle le transport nucléaire ainsi que le cycle cellulaire (Takai et al., 2001).
Jusqu’à présent, dix (19) membres de la famille Rho ont été identifiés et certains ont
différentes isoformes: Rho (A, B et C), Rac (1, 2 et 3), Cdc42 (Hs et G25K), Rndl/Rho6,
Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC1O et TTF (Bishop & Hall, 2000). Parmi ces
GTPAses, Rho, Rac et Cdc42 sont les plus étudiées et seront traitées plus exhaustivement
au cours des prochaines pages.
1.3.1. Structure
Les petites GTPases sont des protéines de faible poids moléculaire variant entre 20 et 30
kDa. La quasi-totalité de la protéine sert de domaine catalytique (domaine G). Ce domaine
est unique aux membres de la superfamille Ras (Figure 1.11). En plus du domaine G, les
protéines de la famille Ras, Rho et Rab peuvent subir des modifications post
traductionnelles comme l’addition de groupements lipidiques et même subir des clivages
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protéolytiques (Casey et al., 1989; Gutierrez et al., 1989; Fujiyama & Tamanoi, 1990;
Fujiyama et al., 1991).
1.3.1.1. Domaine G
Le domaine G est le domaine catalytique des GTPases. Ce domaine sert de domaine de
liaison au guanosine diphophate (GDP) et guanosine triphophate (GTP). En plus de lier les
différents nucléotides phosphorylés, ce domaine est responsable de l’activité catalytique
des protéines G monomériques. Ces protéines hydrolyse le GTP en GDP (activité GTPase)
(Takai et al., 2001). Comme pour la plupart des protéines G, la liaison du GTP à la protéine
maintient la protéine G dans se forme active qui peut alors s’associer à divers effecteurs.
Le domaine G comprend 5 hélices cx (A1-A5) et 6 feuillets [3 (B1-B6) ainsi que 5 boucles
(G1-G5) (Figure 1.11). Les régions les mieux conservées des petites protéines G se
retrouvent entre les hélices cx et feuillets 13 de la protéine et sont les boucles Gi à G5
(Tableau 1.4). La boucle Gi, aussi nommée P-Ïoop, (P-loop) est responsable de la liaison
aux phosphates cx et [3 du phosphonucléotide alors que la boucle G3 lie le phosphate y. La
boucle G2 contient une thréonine qui permet la liaison au Mg2+ alors que la base guanine
est recoimue par les boucles G4 et G5. La boucle G4 contient la séquence consensus NKxD
dont la lysine et l’acide aspartique forment les liens avec la base nucléotidique.
Tableau 1.4. Alignement de séquences des boucles conservées (Adapté de Takai et al., 2001).
Protéine Séquence G1(P-loop) G2 (Switch t) G3 (Switch 11) G4 G5
H-Ras P01112 GAGGVGKS YDPTIED ILDTAGQE VGNKCD YIETSAK
RhoA P06749 GDGACGKT YVPTVFE LWDTAGQE VGNKKD YMECSAK
Cdc42 P25763 GDGAVGKT YVPTVFD LFDTAGQE VGTQID YVECSAL
Rad P15154 GDGAVGKS YIPTVFD LWDTAGQE VGTKLD YLECSAL
Gia P04898 GAGESGKS RVKTTGI LFDVGGQR FLNKKD THFTCAT
EF-Tu P20001 GHVDHGKT GRITINT HVDGPGHA FLNKCD IVRGSAL





Figure 1.11. Structure de petites protéines G monomériques. A. Arbre philogénique des
protéines G de la superfamille Ras (Tiré de Takai et al., 2001). B. Structure de la petite protéine G
Rho lié au GppNHp. On remarque les Switch I et Il qui sont responsables de l’interaction avec les
différents effecteurs (tiré de Takai et al., 2001).
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Suite à la liaison au GTP, deux régions des petites GTPases subissent un changement de
conformation. Ce changement se situe au niveau des boucles G2 et G3 qui sont aussi
nommées Switch I et Switch II, respectivement. Switch I est aussi nommée boucle
effectrice (Effector loop) pusiqu’elle est responsable de l’interaction entre la protéine G et
ses effecteurs. Switch II est formée par la boucle G3 et une portion de l’hélice A2 et
constitue la partie la plus flexible du domaine catalytique (Spoerner et al., 2001).
Contrairement aux autres protéines G de la superfamille Ras, les protéines G de la famille
Rho contiennent une hélice Œ supplémentaire en N-terminal.
1.3.1.2. Reconnaissance des nucléotides / spécificité des interactions
Toutes les protéines G sont associées à un ion de magnésium (Mg2j. Ce dernier est
essentiel à la liaison du GDP et du GTP. Cet ion interagit avec les atomes d’hydrogène du
2+phosphate f3 et/ou y du nucleotide. Cette interaction entre le Mg et le groupement
phosphate y induit une rigidité des Switch I et II alors que l’hydrolyse de ce groupement
déstabilise la région effectrice (John et al., 1993). La coordination du Mg2 est effectuée
grâce à l’acide Aspartique (Asp, D) de la boucle G3 et une molécule d’eau. De plus, la
boucle Gi est essentielle à la liaison au GDP/GTP puisqu’elle se lie au phosphate ct et f3
grâce à des ponts hydrogènes. La boucle G2 aussi est importante pour l’association du GTP
et du GDP puisqu’elle coordonne aussi le Mg2 grâce à la thréonine et deux molécules
d’eau. La boucle G5 semble importante pour l’affinité envers le GDP alors que la boucle
G4 permet l’interaction avec la guanine (Wei et al., 1997).
1.3.1.3. Hydrolyse du GTP
L’hydrolyse du GTP en GDP se fait principalement par la boucle G3 qui comporte une
glutamine (Gln, Q). Cette glutamine sert de base afin d’activer une molécule d’eau qui
servira à l’attaque nucléophilique qui est requise pour l’hydrolyse du GTP. Normalement,
l’hydrolyse du GTP en GDP requiert aussi une arginine (Arg, R). Cette Arg est présente
dans les protéines G hétérotrimériques mais, elle est absente dans les petites GTPases.





Figure 1.12. Cycle d’activation et d’inactivation des petites protéines G de la famille Rho.
L’activation des protéines G se fait par l’échange du GDP pour le GTP au site de liaison des
nucléotides. Cet échange est favorisé par un Guanine Exchange Factor (GEF) qui a pour fonction
d’ «ouvrir» le domaine catalytique afin de permettre la dissociation du GDP. Comme la concentration
de GDP est de beaucoup inférieure à celle du GTP, ce dernier prend aussitôt la place dans la
pochette de liaison au nucléotide. La forme liée au GTP est considérée comme active puisqu’elle
peut maintenant s’associer à différents effecteurs (Tableau 1 .5) et les activer. La protéine G active
(liée au GTP) s’associe aussi à des GiPase activating proteins (CAPs) qui ont pour fonction de
fournir l’arginine requise à l’activité catalytique de la GTPase. Les GlPases de la famille Rho
peuvent aussi être maintenues loin de la membrane plasmique (loin de leurs effecteurs) à cause de
leur liaisons à une Rh0GDI (GTPase Dissociation Inhibitor). Cette protéine a pour fonction de
((camoufler)) le groupement lipidique (géranylgéranyl) situé en C-terminal de la protéine (tiré de








autre protéine pour le devenir. Les protéines GAPs (_GTPase Activating Proteins)
fournissent cette Arg catalytique en s’associant aux petites protéines G actives
(active/associée au GTP) (Resat et al., 2001). Les acides aminés Lysl6, Glyl5 et Vall4 de
la boucle P sont responsables de la redistribution de la charge négative au phosphate
f3 (Allin & Gerwert, 2001). Évidemment, une mutation de la Gln catalytique par une
leucine (Leu) permet l’inactivation de l’activité GTPase et par conséquent rend la petite
protéine G constitutivement active (ex RhoAQ63L, Rac1Q61L et Cdc42Q61L).
1.3.1.4. Interaction avec les effecteurs
La liaison du GTP et du Mg2 maintient les Switchs I et II dans leur conformation active.
La glycine (Gly, G) de la Switch II est responsable du changement de conformation. La
thréonine (Thr, T) de la Switch I est aussi essentielle à la liaison du GTP puisqu’elle est
responsable de coordonner le Mg2 et interagit aussi avec le phosphate y du nucléotide.
Ainsi une mutation de la Thr en asparagine (Asn, N) empêche l’association de la GTPase
au GTP ce qui empêche le changement de conformation des Switch I et II et rend ces
mutants dominants négatifs puisqu’ils restent associés à leurs GEFs (ex t Rac1T17N,
RhoAT19N et Cdc42T17N) (Spoerner et al., 2001).
1.3.2. Mécanismes de régulation
La régulation des petites protéines G de la famille Rho se fait principalement par le contrôle
du cycle entre la forme liée au GTP et celle liée au GDP. Ce cycle est principalement
contrôlé par trois familles de protéines. Ces protéines sont 1) des échangeurs de nucléotides
qui sont nommés GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) 2) un activateur de l’activité
GTPase nommé GAP (TPase Activating Proteins) (Bishop & Hall, 2000). Les GEFs ont
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GTPases alors que les GAPs ont pour fonction d’augmenter leur activité GlPases. Une
autre famille de protéines influence l’activité des petites protéines G. Ce sont les GDIs
(GTPase Dissociation Inhibitors) (figure 1.12).
1.3.2.1. Guaniize-it ucteotide Exchage Factors (GEF)
Le premier GEF de mammifère a été isolé en 1985 suite à des essais de transformation de
cellules NIH3T3 à l’aide d’ADN provenant de lignés tumorales Dffuse B-cell jymphorna
(Dbl). Cet ADN encode une protéine dont une région d’environ 180 acides aminés est
similaire à celle retrouvée chez la protéine de levure CDC24. Cette dernière est un
activateur de CDC42 (Eva & Aaronson, 1985; Bender & Pringle, 1989; Ron et al., 1991).
Par la suite, il fut démontré que Dbl catalyse l’échange du GDP pour du GTP (activité
GEF) de Cdc42 (Hart et al., 1994). Ce domaine est maintenant connu sous le nom de
domaine DH (bl Homology dornain) et est responsable de l’activité GEF (Hart et al.,
1994). Aujourd’hui, une multitude de GEFs ont été clonés. Chez S. cerevisiae on en compte
environ 6, 18 chez Ceanorhabditis elegans, 23 chez Drosophila melanogaster et plus de 60
chez les mammifères (figure 1.13) (Schmidt & Hall, 2002). Le mécanisme moléculaire
permettant l’échange du GDP en GTP est catalysé par le domaine DH des GEFs. Le GEF
s’associe à la forme liée au GDP des GTPases et déstabilise le complexe GDP-GTPase en
stabilisant la forme libre de nucléotide de la GTPase (Cherfils & Chardin, 1999). Ainsi, en
raison du haut ratio GTP:GDP. Le GDP relâché est aussitôt remplacé par le GTP menant à
l’activation des petites GTPases.
Tel que présenté à la figure 1.14, il existe une multitude de GEFs. Ces derniers sont plus ou
moins spécifiques envers une GTPase ou une autre. Par exemple, Fgll et p115RhoGEF
activent spécifiquement Cdc42 et Rho (Hart et al., 1996; Zheng et al., 1996), alors que
d’autres GEFs peuvent en activer plusieurs: Vavi active respectivement Rho, Rac et Cdc42
alors que Dbl active Rho et Cdc42 (Hart et al., 1994; Olson et al., 1996).
Les GEFs ne possèdent pas uniquement un domaine DH. La plupart d’entre eux possèdent
plusieurs domaines d’interaction avec d’autres protéines ainsi qu’un domaine PH LPlekstrin
Homology). Le domaine PH se lie au phosphatidylinositols phosphorylés ainsi qu’à
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certaines protéines (Rebecchi & Scarlata, 1998; Lemmon & Ferguson, 2000). Il est proposé
que le module PH-DH soit suffisant pour l’activité GEF. Alors que l’un possède l’activité
GEF en soi, l’autre permet une localisation à la membrane. Parmi les domaines
d’interaction protéine-protéine on retrouve les domaines 5H2 CSrc homology dornain ),
SH3 (_Src homology domain ), sérine/thréonine ou bien tyrosine kinase, Ras-GEF, Rho
GAP, Ran-GEF, PDZ etc. (figure 1.14).
L’activation des GEFs semble se faire de plusieurs façons. Certains GEFs possèdent des
séquences auto inhibitrices qui lorsqu’elles sont phosphorylées ou bien modifiées par
d’autres modifications post-traductioimelles permettraient l’accession de la GTPase à ce
GEF. D’autre GEFs possèdent aussi des séquences auto inhibitrices permettant
l’association à certains phosphatidylinositol phosphorylés (PtdlnsP) qui une fois associées à
ces PtdlnsPs, permettraient l’accession de la GTPase. Un autre mécanisme d’activation se
fait par une interaction protéine-protéine qui ne requiert pas la relâche d’une région auto
inhibitrice comme par exemple l’activation de pi 15RhoGEF par la protéine GŒI2 (Schmidt
& Hall, 2002) (Figure 1.15).
Beaucoup de travaux ont permis d’établir les mécanismes moléculaires menant à
l’activation des GEFs. Cependant, la régulation négative de ces enzymes est moins bien
comprise. Il a été proposé que le cheminement inverse à leur activation est le principal
mécanisme de régulation négative. Par exemple, si l’activation du GEF se fait par
phosphorylation, son inactivation serait due la déphosphorylation de ce dernier.
Cependant, tout comme pour plusieurs autres protéines de signalisation, il paraît
vraisemblable que d’autres mécanismes puissent être impliqués. Ceci est vrai pour Vav. Les
protéines Cbl-b et hSiah2 sont capable d’inhiber Vav en interagissant avec l’extrémité C
terminale de cette dernière (Bustelo et al., 1997; Germani et al., 1999). De la même
manière, l’interaction entre nm23HI avec Tiam-1 ainsi que HIV-1 gp4l avec pi 15RhoGEF
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Figure 1.14. Noms, domaines et spécificités des GEFs (suite). (tiré de Schmidt and Hall, 2002),
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Figure 1.15. Mécanismes d’activation des GEFs. Il existe plusieurs mécanismes d’activation des
GEFs. A. Certains GEFs sont activés par l’interaction (homodimérisation ou hétérodimérisation) avec
une autre protéine ce qui favorise l’activation du GEF. B. Certains GEFs possèdent une région
inhibitrice qui peut être retirée suite à sa phosphorylation, par l’interaction avec une autre protéine ou
bien par l’interaction avec les produits de la Pl3-kinase, le PtdlnsP3. C. D’autres GEFs activent les
différentes protéines G par leur interaction avec la membrane plasmique, le cytosquelette, certains
récepteurs membranaires ainsi que leur compartimentalisation dans certaines structures cellulaires
comme par exemple le noyau de la cellule (tiré de Schmidt and Hall, 2002).
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1.3.2.2. GTPase Activating Protebts (GAP)
Alors que près de 70 GEFs ont été identifiés chez les mammifères, il semble y avoir
beaucoup moins de GAPs. Les GAPs sont essentielles à l’activité GlPases des petites
protéines G de la superfamille Ras. Tel que vu précédemment, les petites GTPases ne
possèdent pas l’Arg essentielle à l’activité catalytique. Ainsi, les GAPs viennent fournir
cette Arg ce qui accélère l’activité catalytique des petites protéines G (Scheffzek et al.,
1996; Kjeldgaard et al., 1996; Rittinger et al., 1997).
1.3.2.3. GTPase dissociation inhibitors (GDI)
Certaines petites protéines G s’associent aussi à des protéines nommées GTFase
dissociation inhibitors (GDI5) (Geyer & Wittinghofer, 1997). Il existe deux GDIs
RabGDI et RhoGDI. Il n’existe que peu ou pas de similarité entre ces deux protéines mais,
elles jouent le même rôle. RabGDI a pour fonction de contrôler l’association de Rab à la
membrane plasmique, RhoGDI contrôle celle des petites protéines G de la famille Rho. Les
RhoGDIs et RabGDIs titrent les petites protéines G de la membrane plasmique en
masquant leur modifications lipidiques (Gosser et al., 1997; Scheffzek et al., 2000).
1.3.2.4. Régulation par des toxines bactériennes
En plus des mutations constitutivement actives et dominantes négatives don’t il a
été question ci-haut, les petites protéines G de la famille Rho peuvent être modifiées par
des toxines bactériennes menant ainsi à leur inhibition ou leur activation. L’activité
biologique de Rho (RhoA, B ou C) peut être inhibée par l’activité de la C3-exoenzyme.
Cette dernière ADP-ribosyle Rho à la position 41 (Asn), sans influencer Rac ou Cdc42. Les
toxines clostridiales (Clostridium dfficile toxin A et B) glucosylent les Thr 37 (Rho) ou
Thr35 (Rac et Cc42) ce qui encore une fois conduit à l’inhibition de ces petites protéines en
empêchant leur couplage aux différents effecteurs. Les toxines ExoS, YopE er SptP de
Pseudornonas aeruginosa, Yersinia et Salmonella ssp inhibent les fonctions de Rho en
agissant comme Rho GAP. De plus, les petites protéines G de la famille Rho peuvent être
activées par le CNF (cytotoxic necrotizingfactors CNF1 et CNF2) de Escherichia cou et
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par le DNT (dei-inonecrotizing toxin) de Botulinium bronchiseptica. Ces toxines
désaminent et transglutaminent la G1n63 de Rho et inhibent l’activité GTPase de l’enzyme.
SopE, une autre toxine bactérienne, agit aussi comme un GEF et les active. Les toxines
LT82 et LT9048 glucosylent et inhibent l’action des petites protéines G Rac, Ras, Raï et
Rai (LT82) et Rac, Cdc42, Ras et faiblement Rap (LT9048) (Richard et al., 1999; Aktories
et al., 2000).
Tableau 1.5. Effecteurs des petites protéines G de la famille Rho (Adapté de Bishop and Hall,
2000).
Effecteurs potentiels Types de protéine fonction(s) Sélectivité pour une Motifs de liaison aux
GTPase de la famille rho GTPases
ROCK-I, ROCK-II STK Actine/myosine Rho RKH
PKNIPRKI, PRK2 STK ? Rho REM
Citron kinase STK Cytokinêse Rho
p7oSôk STK Régulation de la transcription Rac Cdc42
M1k2, 3 STK Active JNK Rac Cdc42 CR18
MEKKI,MEKK4 STK ActivelNK Rac Cdc42 CR18
PAKI, 2,3 STK JNK/actine Rac Cdc42 CR18
PAK4 STK Actine Cdc42 CR18
MRCKŒ, J3 STK Actine Cdc42 CRJB
Ackt,2 PIK ? Cdc42 CRIB
MBS Sous-unité de Inactivation de la MCC Rho
phosphatase de la
myosine
PI-4-P5K Kinase â lipides Génération de PIP2 Rho Rac
PI3K Kinase â lipides Génération de PIP3 Rac Cdc42
DAG kinase Kinase â lipides Génération de acide phosphatydique (PA) Rho Rac
PLD Lipase Génération de acide phosphatydique (PA) Rho Rac Cdc42
PLC-F32 Lipase Génération de GAG/1P3 Rac Cdc42
Rhophilin échafaudage ? Rho REM
Rhotekin échafaudage ? Rho REM
Kinectin échafaudage Liaison â la kinésine Rho RKH
Dial, Dia2 échafaudage Organisation de l’actine Rho
WASP, N-WASP échafaudage Organisation de l’actine Cdc42 CR18
WAVE, Scar échafaudage Organisation de l’actine Rac
POSH échafaudage ? Rac
POR-l échafaudage Organisation de l’actine Rac
Pl4OSra-1 échafaudage Organisation de l’actine Rzc
P67°’ échafaudage Production de ROS, composante de la Rac
NADPH oxydase
MSE55, BORGs échafaudage ? Cdc42 CR18
IQGAPI, 2 échafaudage Organisation de l’actine et contact cellule- Rac
cellule.
CIP-4 échafaudage ? Cdc42
1.3.3. Effecteurs des protéines G de la famille Rho.
Les petites protéines G de la famille Rho participent à une très grande variété de processus
cellulaires comme la morphogenèse (polarité cellulaire, morphologie), le mouvement
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(chimiotactisme, invasion) ainsi que le comportement cellulaire (contraction, phagocytose,
prolifération) (Bishop & Hall, 2000; Etienne-Manneville & Hall, 2002) (figure 1.16).
Toutes ces réponses sont relayées par une impressionnante quantité de protéines effectrices
de toutes sortes (Tableau 1.5). Parmi ces effecteurs, on retrouve des protéines
sérine/thréonine kinases (STKs), des protéine tyrosine kinases (PTKs), des kinases à
lipides, des lipases, des complexes enzymatiques (ex: NADPH oxydase (Figure 1.17)) et
plusieurs protéines d’échafaudage. La plupart de ces effecteurs ont été identifiés par
criblage en double hybride ou par chromatographie d’affinité. De plus, ces différentes
protéines interagissent préférentiellement avec la forme active des GTPases (liées au GTP)
(Bishop & Hall, 2000) (Tableau 1.5).
1.3.3.1. ROKŒ et ROKI3, PRKs, et citron kinase.
Les protéines sérine/thréonine kinases ROKa et ROKI3 (ROCKII et ROCKI,
respectivement, aussi connues sous le nom de Rho-kinases) sont activées suite à la liaison
de la forme active de Rho (Rho-GTP) à un domaine RKH (OK-Kinectin homotogy) aussi
connu sous le nom de Class 2 Rho Binding domain de ces kinases. L’étude des fonctions de
ces kinases a été grandement aidée par le développement d’un inhibiteur de l’activité kinase
de ces protéines, le Y-27632 (Uehata et al., 1997). Les ROCKs jouent un rôle important
dans l’organisation et la polymérisation de la F-actine en fibres de stress ainsi que dans
l’assemblage des points d’adhésion focaux. L’expression de mutants constitutivement actifs
de ROKa stimule la formation de filaments d’actomyosine (Leung et al., 1996; Ishizaki et
aÏ., 1997), alors que l’inhibition de cette kinase par le Y-27632 conduit à la perte de fibres
de stress dans les HeLa et les NIH3T3 (Uehata et al., 1997). Plusieurs substrats de la ROK
ont été identifiés et semblent jouer un rôle dans la polymérisation de l’actine et la formation
de filaments d’actomyosine. Parmi ceux-ci, on retrouve la MLC (Iv[yosin Light Chain) et la
MBS (Iv[yosin-Binding Subunit ofMLCphosphatase). Ainsi, la phosphorylation de la MLC
par la Rho kinase est doublement efficace. D’abord, ROCK phosphoryle directement la
chaîne légère de la myosine ce qui favorise la polymérisation de fibre d’actomyosine.
Ensuite, ROCK inhibe, par la phosphorylation de la MBS, l’activité phosphatase de cette
















Figure 1.16. Rôles des petites protéines G de la famille Rho. Les petites protéines G de la famille
Rho sont impliquées dans divers processus cellulaires. A. Les petites protéines G de la famille Rho
sont impliquées dans la polarité cellulaire ainsi que le maintient de la morphologie. B. Elles sont
aussi impliquées dans les processus de chimiotactisme, d’invasion cellulaire et de la guidance
axonale C. Elles sont aussi requises pour le rolling des leucocytes, la contraction des cellules
musculaires lisses vasculaires, la contraction des cellules endothéliales, la phagocytose, la
dégradation (oxydation) dans les phagosomes, l’entrée en phase S et la formation du sillon de
division en fin de mitose (Tiré de Etienne-Manneville and hall, 2002).
polymérisation. La phosphorylation de la MLC est responsable de la formation de fibres de
stress (fibres d’actomyosine) (Kimura et al., 1996; Watanabe et al., 1999; Maekawa et al.,
1999). (Figure 1.1$)
ROK active aussi par phosphorylation la LIM kinase, une enzyme responsable de
phosphoryler la cofihine et de l’inactiver. Cette inactivation mène à la stabilisation des
filaments d’actine (Maekawa et al., 1999). La Rho kinase active aussi l’échangeur
89
sodiumlproton NHE1 (a+/H+ Exchange protein) qui contribue aussi à la formation des
fibres de stress (Vexler et al., 1996; Tominaga et al., 1998; Tominaga & Barber, 1998). La
Rho-kinase influence l’activité d’autres protéines comme les membres de la famille ERM
OEzrin-Radixin-Meosin) et adducine, qui sont responsables de lier l’actine avec la
membrane plamique (ERM) et de s’associer à la F-actine afin de la stabiliser (adducine)
(Matsui et aï., 199$; Fukata et al., 1999).
D’autres STKs sont activées par leur liaison à Rho. On retrouve les membres de la famille
PRKs et la kinase citron. Rho interagit avec les sérine/thréonine kinases PRK1 et PRK2.
Ces deux kinases jouent un rôle dans la polymérisation de l’actine (Amano et al., 1996;
Vincent & Settieman, 1997). Cependant le mécanisme d’action des PRKs est moins bien
caractérisé. La kinase citron est activée suite à son interaction avec la forme active de Rho.
Cependant, cette kinase ne semble pas jouer un rôle dans la polymérisation de l’actine mais
plutôt dans la formation du sillon de division en fin de télophase (Eda et al., 2001).
1.3.3.2. La 70s6k
En plus d’activer ces sérine/thréonine kinases, les petites protéines G de la famille Rho
(principalement Rac et possiblement Cdc42) activent la 70s6k En fait il est proposé que
l’interaction entre Rac et 70s6k est suffisante afin d’activer cette dernière (Chou & Blenis,
1996). La 70s6k est impliquée dans l’initiation de la traduction en phosphorylant la sous-
unités ribosomale 6S, ce qui se traduit par une activité traductionnelle accrue.
1.3.3.3. PAKs 1, 2, 3 et 4.
Les petites protéines G Rac et Cdc42 activent plusieurs effecteurs communs. Parmi ceux-ci,
on retrouve les p2]-Activated Protéine Kinases (PAKs 1, 2 et 3). Les PAKs sont des STKs
semblables à Ste2O (Stérile 20) de S. cerevisiae (Abo et al., 1998; Bagrodia & Cerione,
1999). Le rôle des PAKs dans l’organisation de l’actine est, jusqu’à présent, encore
nébuleux. Alors que certains groupes de recherche ont proposé que PAK (dans le sens de:
les PAKs en général) est impliquée dans la formation de lamellipodes et de filopodes (Selis
et aï., 1997; Daniels et al., 1998), d’autres ont infirmé ces résultats (Lamarche et aÏ., 1996;
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Van Aelst et al., 1996; Joneson et al., 1996). Cependant, une chose semble certaine, PAK
est impliquée dans l’organisation de l’actine en association avec d’autres protéines. Rac,
comme Rho, peut activer la LIM kinase. De plus, in vitro, PAK phosphoryle la LIM kinase
ce qui suggère que PAK puisse aussi réguler cette kinase (Arber et al., 199$). Cependant, la
démonstration in vivo se fait toujours attendre. PAK phosphoryle la MLC kinase ce qui
l’inactive et diminue ainsi la phosphorylation de la MLC et, par conséquent, la formation
d’actomyosine (Sanders et al., 1999).
1.3.3.4. MEKKs 1 et 4
L’activation de Rac et Cdc42 conduit aussi à l’activation des voies INK CJun N-terminal
kinase) et p38 MAP kinase (SAP kinase, Stress Activatd Protein Kinase) (Coso et al.,
1995; Minden et al., 1995; Bagrodia & Cerione, 1999). En fait, l’activation de ces protéines
kinases par certains facteurs de croissance est inhibée par la présence de mutants dominant-
négatifs des protéines G Rac et Cdc42 (Coso et al., 1995; Atfi et al., 1997). Il est aussi
proposé que PAX joue un rôle dans cette activation puisque la co-expression de PAK avec
Rac ou Cdc42 conduit à une plus forte stimulation de p38 et/ou JNK (Zhang et al., 1995b;
Brown et al., 1996). Encore une fois, il semble que ce phénomène ne soit pas suffisant en
soi puisque certains groupes de recherche n’ont pu démontrer l’activation de p38 ou JNK en
réponse à la co-expression de Rac/Cdc42 et PAK (Wei et al., 1997; Westwick et al., 1997;
Tapon et al., 1998).
Rac et Cdc42 peuvent s’associer à Mlkl, 2 et 3 qui contiennent un domaine CR13
LCdc42/Rac Interactive Binding) et ainsi les activer. Mlks 1, 2 et 3 sont des MAP kinase
kinase kinases (MAPKKKs ou bien MEKKs) suggérant ainsi que Rac et Cdc42 peuvent
conduire à l’activation de voies MAP kinases (Teramoto et al., 1 996a; Teramoto et al.,
1996b; Sahai et al., 199$; Nagata et al., 1998; Abdul-Manan et al., 1999). De plus, Rac et
Cdc42 lient et activent MEKK1 et MEKK4, qui sont deux puissants activateurs de JNK
(fanger et al., 1997).
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1.3.3.5. Phosphatydyl inositol kinases et autres lipide kinases
Plusieurs des effets de Rho sur le cytosquelette d’actine nécessitent la production de
PtdInsP2 (Shibasaki et al., 1997). Aussi, il a été rapporté que Rho s’associe à la PI-4-P5
kinase qui est l’enzyme responsable de générer le PtdInsP2 (Ren et al., 1996; Desrivieres et
al., 1998). En plus de mener à la polymérisation de l’actine en favorisant son décapsulage
(uncapping) (Hartwig et al., 1995; Tolias et al., 2000), il apparaît que le PtdInsP2 joue un
rôle important dans l’assemblage des points d’adhésion focaux ainsi que dans la
phosphorylation de protéines de la famille ERM (zrin!RadixinJMeosin). Rac interagit
également avec la PI-4-P5 kinase. Ces deux GTPases interagissent avec cette enzyme
indépendamment de leur liaison au GTP (Tolias et al., 1998; Ren et al., 1996).
Les petites protéines G de la famille Rho interagissent aussi avec une autre lipide kinase
La Phosphatidyl Inositol-3 kinase (PI-3 kinase) . Cette enzyme responsable de générer le
PtdInsP3. En plus de son activité lipide kinase, cette enzyme possède une activité STK
(Carpenter et al., 1993; Dhand et aÏ., 1994). Cette enzyme est impliquée dans la
transmission de signaux menant à l’activation d’Akt ainsi qu’à plusieurs autres kinases
impliquées dans la régulation de la croissance cellulaire (Krasilnikov, 2000; Sato et al.,
2001; Abraham, 2002). En réponse aux facteurs de croissance, Rac et Cdc42 s’associent à
cette kinase et ceci pourrait, selon certains, mener à son activation (Zheng et al., 1994;
Tolias et al., 1995; Bokoch et al., 1996).
1.3.3.6. NADPH oxydase
Rac s’associe de façon spécifique à l’une des composantes du complexe NADPH oxydase
phagocytaire, la p6710x (Abo et al., 1991; Knaus et al., 1991; Chanock et al., 1994). Le
complexe NADPH oxydase est composé de plusieurs sous-unités qui ont la tâche de
générer des radicaux libres oxygénés (ROS). Ces derniers jouent un rôle important dans
l’action des cellules phagocytaires qui produisent ces dérivés oxygénés afin de tuer les
microorganismes qui ont été engloutis. En plus de leur implication dans la phagocytose,
• les ROS jouent un rôle prépondérant dans la promotion de la croissance cellulaire en
réponse aux facteurs de croissance (Sundaresan et al., 1996) et à une
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forme active de Ras (Joseph et al., 1994; Irani, 2000). L’interaction entre Rac et le
complexe enzymatique NADPH oxydase permet le transfert d’électrons nécessaires à la
génération de radicaux libres oxygénés (Joneson & Bar-Sagi, 1997; Babior, 1999).
La NADPH oxydase des cellules phagocytaires est composée de plusieurs sous-unités:
91phox (jagocytic oxidase), p22Plbox, p67PhOx 47Phox 40Phox et finalement Rac (Bokoch
& Diebold, 2002). gp9lPhox et p220x sont des protéines membranaires et forment le
complexe connu sous le nom de cytochrome b558. Les autres sous-unités du complexe
enzymatique sont cytosoliques. En fait, toutes ces sous-unités à l’exception de 22Ph0x, ne
sont pas étroitement associées à gp9l. Les sous-unité p4O’°, 47Phox et p67PhOc sont
associées les unes aux autres. Ce n’est qu’en réponse à des chemoattractants, à des
chemokines et à des facteurs pro inflammatoires que le complexe est formé. La p4O0x se
dissocie des sous-unités p67!l0x et p47Pl10X alors que ceux-ci se lient au cytochrome b558. En
plus de l’association entre les différentes sous-unités, la p47Ih0)C devient hautement
phosphorylée. Cette phosphoiylation est responsable des changements de conformations
qui résultent en la translocation du complexe 470x/67t7h0c au cytochrome b558 (Bokoch,
1994; Diebold & Bokoch, 2001). Le complexe actif requiert aussi l’association de Rac qui
se fait simultanément mais indépendemment de l’association du complexe 47Ph0x/67T3h0>
(Heyworth et al., 1994; Dorseuil et al., 1995). La formation de ce complexe conduit à un
transfert séquentiel d’un électron du NADPH au FAD OElavine Adénine Dinucléotide) puis
du FAD à l’hème du cytochrome b558 où ils seront transféré à l’oxygène. Il est à noter que
Rac est responsasble de l’initiation de cette réaction (Bokoch & Diebold, 2002) (Figure
1.17). La plupart des travaux qui ont mené à une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires de la génération des ROS ont eu comme modèle la NADPH oxydase des
cellules phagocytaires. Toutefois, un système similaire a été identifié dans les VSMCs et
autres cellules originant du mésoderme. En fait, NOX-1 est une protéine très similaire à la
sous-unité gp9110x(Suh et al., 1999; Lambeth et al., 2000). Toutes les autres composantes
du complexe ont été identifiées dans les VSMCs, à l’exception de la p670x. Cependant,
très récemment, des homologues de la p67Ph10)c et de la p47°’ ont été clonés à partir de
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Figure 1.17. Structure du complexe NADPH oxydase. La NADPH oxydase des cellules
phagocytaires est composée de plusieurs sous-unités: gp9lPhox, p22Phox, p67Phox, p47Phox p40Phox et
finalement Rac. Le complexe est formé en réponse à divers agonistes de récepteurs membranaires.
La p4OPhox se dissocie des sous-unités p67Phox et p47PhOx simultanément à leurs associations au
cytochrome b558. En plus de l’association entre les différentes sous-unités, la p47Phox est hautement
phosphorylée suite à l’activation des leucocytes. Le complexe actif requiert aussi l’association de Rac
qui se fait simultanément mais, indépendamment à l’association du complexe p47Phox!67phox. La
formation de ce complexe conduit à un transfert d’électrons du NADPH au FAD et finalement du FAD
à l’hème du cytochrome b558 et finalement transféré à l’oxygène. Dans les VSMCs, la production de
superoxide (02-) est rapidement transformé en H202 par les différentes Superoxide Dismutases
(SOD) (Adapté de Bokoch and Diebold, 2002).
1.3.3.7. Protéines d’échafaudage.
Les petites protéines G de la famille Rho interagissent aussi avec une multitude de
protéines d’échafaudage comme mDia, WASP, WAVE, POR-l, etc. (Tableau 1.5).
mDia est une protéine d’échafaudage impliquée dans la formation de fibres de stress
(Watanabe et al., 1997; Watanabe et al., 1999; Nakano et al., 1999). Elle est requise afin de
coordonner l’action de la Rho-kinase qui n’est pas en soi capable d’induire la formation de
fibres de stress organisées. Dia (ou mDia) s’associe à la profiline (une G-actin binding
.-
protein) ce qui favoriserait la formation de la F-actine (Watanabe et al., 1999).
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Rac possède très peu d’effecteurs uniques. En fait la majorité des effecteurs activés par Rac
le sont aussi par Cdc42. Cependant, POR-1 LPartner 9fRac-]) et pl4OSra-1 (pecfic Rac
1 associated protein) s’associent spécifiquement à Rac et jouent un rôle dans la
réorganisation de la F-actine ainsi que dans la formation de lamellipodes (Van Aelst et al.,
1996; D’Souza-Schorey et al., 1997; Kobayashi et al., 1998).
WASP (j’jiskott-Aldrich Sjndrom Protein) est principalement exprimée dans les cellules
hématopoïétiques et est le produit du gène de l’immunodéficience associée au syndrome
Wiskott-Aldrich (Derry et aï., 1994; Etieime-Manneville & Hall, 2002). Sa forme
ubiquitaire est N-WASP LNeurally enriched WASP) et cette dernière s’associe aussi à
Cdc42 (Miki et al., 1996; Aspenstrom et al., 1996; Kolluri et al., 1996). Ces protéines
contiennent un domaine PH LFlekstrin homology), suivi d’un WH1 (WASF homology
domain-L), d’un domaine 5H3 CSrc homology-3-binding proline rich sequence), d’un
domaine WH2 (verprolin-like domain) et finalement une région C-terminale acide
permettant l’association à Arp2/3. L’expression de WASP ou de Cdc42 conduit à la
formation de filopodes. Via leur domaine verproline, WASP et N-WASP s’associent aux
monomères d’actine (G-actine) afin de promouvoir leur polymérisation (Suetsugu et al.,
1998; Machesky et al., 1999; Suetsugu et al., 1999).
WAVE est une protéine semblable à WASP et s’associe principalement à Rac. Elle joue un
rôle dans le repli des membranes plasmiques (membrane ruffling) (Miki et al., 1998).
WAVE, tout comme WASP et N-WASP, s’associe au complex Arp2/3 via son extrémité C-
terminale.
Enfin, plusieurs autres protéines d’échafaudage se liant aux petites protéines G de la famille
Rho et ayant un rôle à jouer dans l’organisation et la polymérisation de l’actine ont été
recensées. On y retrouve la Rhophiline, la Rhotekine, la Kinectine, POSH, MSE55,
BORGs, IQGAP1, 2 et CIP-4 (Watanabe et al., 1996; Reid et al., 1996; Hotta et al., 1996;
Joyal et al., 1997; Fukata et al., 1997; Aspenstrom, 1997; Tapon et al., 1998; Kaibuchi et




Comme ces petites protéines G monomériques activent une grande variété d’effecteurs, il
est attendu qu’elles jouent un rôle important dans une panoplie de fonctions cellulaires. Les
GTPases de la famille Rho sont impliquées dans la réorganisation du cytosquelette ainsi
que dans l’activation de plusieurs fonctions biochimiques.
1.3.4.2. Organisation du cytosquelette d’actîne.
L’une des fonctions majeures des petites protéines G de la famille Rho est le contrôle de
l’organisation du cytosquelette d’actine. Dans les cellules Swiss 3T3, l’activation de Rho
par le LPA ou la bombesine conduit à la formation de fibres de stress et la formation de
complexes d’adhésion focaux. De son côté, Rac est impliquée dans la polymérisation de
l’actine sur le contour des cellules conduisant à la formation de lamellipodes et
d’ondulations de la membranes (membrane ruffling) (Ridley et al., 1992; Ridley & Hall,
1992). Finalement, l’activation de Cdc42 par la bradykinine conduit à la formation de
protrusions nommées filopodes (Nobes & Hall, 1995; Kozma et al., 1995). Ces données
ont été confirmées par l’expression ectopique de mutants constitutivement actifs de ces
différentes protéines G monomériques. En fait, la surexpression de formes actives de Rho
mène à la formation de fibres de stress, celle de Rac, à la formation de lamellipodes et
d’ondulations de la membrane, alors que celle de Cdc42 conduit à la formation de filopodes
(Ridley et al., 1992; Ridley & Hall, 1992; Nobes & Hall, 1995; Kozma et al., 1995).
Une autre caractéristique importante de ces petites protéines G monomériques est leur
capacité à s’interpeller l’une et l’autre (Crosstalk). En fait, basé sur l’organisation de
filaments d’actine en réponse à l’expression de ces diverses protéines G, il a été proposé
que Cdc42 puisse mener à l’activation de Rac et que cette dernière a la capacité d’activer
Rho (Nobes & Hall, 1995; Kozma et aÏ., 1995). Cependant, des données récentes montrent
que ces différentes GTPases possèdent des effecteurs communs (et/ou redondants) qui, eux
aussi, peuvent contribuer à la formation de certaines structures dogmatiquement restreintes











































Lamellipodia and membrane ruffles Filopodia microspikes
Figure 1.19. Signalisation menant à la formation de lamellipodes, filopodes et ondulation de la
membrane. (tiré de Bishp and hall, 2000).
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o ,.. ..L activation de Rho mene pnncipalement a la formation de fibres de stress. La formation
de ces fibres de stress par Rho est relayée par l’activation de la Rho-kinase qui conduit à
l’activation de la LIM kinase et la phosphorylation de la cofiline. Ceci conduit à la
stabilisation des filaments d’actine. L’activation de la Rho-kinase conduit aussi à
l’inhibition de la MLC phosphatase, ce qui favorise la phosphorylation de la MLC. La
phosphorylation de la MLC conduit à la formation de fibres de stress. De plus, Rho
s’associe à mDia, une protéine d’échafaudage, qui s’associe à la profiline et qui recrute la
G-actine et favorise la polymérisation de l’actine (figure 1.18) (Kimura et al., 1996; Leung
et al., 1996; Ishizaki et al., 1997; Watanabe et al., 1999; Maekawa et aÏ., 1999).
L’activation de Rac et de Cdc42 conduit aussi à la polymérisation de l’actine. Cependant,
l’activation de Rac et de Cdc42 ne conduit pas à la formation de fibres de stress mais, à la
formation de lamellipodes et l’ondulation des membranes ou bien à la formation de
filopodes. Une fois active, Rac s’associe à diverses protéines d’échafaudage, à des
protéines kinases ou bien à des kinases de lipides. En fait Rac s’associe à un complexe
protéique comprenant WAVE, le complexe Arp2/3 et la profiline, ce qui permet de recruter
la G-actine et favoriser la polymérisation de l’actine. L’activation de la PI-4P5 kinase
permet la relâche de protéines de coiffe des filaments d’actine. Finalement, l’activation de
PAK semble impliquée dans la phosphorylation de la MLC-kinase et activer la LIM kinase,
ce qui mène à la phosphorylation de la cofiline et à la stabilisation des filaments d’actine.
Cdc42 active aussi PAK menant ainsi à la stabilisation des filaments d’actine et via son
association à N-WA$P, favorise aussi la polymérisation de l’actine (Figure 1.19) (Ren et
al., 1996; Desrivieres et al., 1998; Tolias et aÏ., 1998; Suetsugu et aÏ., 1998; Miki et al.,
1998; Machesky et aÏ., 1999; Suetsugu et aÏ., 1999).
En plus de régulation croisée entre les petites protéines G de la famille Rho, ces
dernières active aussi plusieurs autres protéines G de D’autres famille. Par exemple,
l’activation de ARF6 peut mener à l’activation de Rac tout comme l’activation de Ras peut
mener à l’activation de RAC (D!SouzaSchorey et al., 1997; Matozaki et al., 2000).
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1.3.4.3. Migration, différentiation et croissance cellulaire.
Les petites protéines G de la famille Rho jouent un rôle important dans plusieurs processus
cellulaires qui nécessitent la réorganisation du cytosquelette. Ces divers processus sont la
maintenance de la morphologie, la migration, la guidance axonale, la phagocytose, la
prolifération et la transformation, la contraction et la cytokinèse (figure 1.16).
La migration cellulaire est un processus important impliqué dans plusieurs fonctions
physiologiques comme le développement embryonnaire, l’angiogénèse, l’inflammation et
la réponse immunitaire. Cependant, elle peut avoir un rôle délétère, comme lors de
formation de métastases ou de sténose vasculaire. Rac joue un rôle important dans le
développement de la force motrice par la formation de lamellipodes (Ridley et aÏ., 1992).
En effet, des études démontrent que la migration de macrophages, de cellules épithéliales
ou de fibroblastes est compromise lorsque Rac est inhibé (Ridley et al., 1995; Allen et al.,
199$; Nobes & Hall, 1999; Banyard et al., 2000). Alors que Rac est responsable de générer
la force motrice essentielle au mouvement, Cdc42 contrôle la polarité de la cellule et
permet ainsi la migration dirigée des cellules (chimiotactisme) (Nelson et al., 1995; Allen
et al., 1998; Nobes & Hall, 1999). Le rôle de Rho dans la migration cellulaire est moins
bien défini. Chez le macrophage, Rho joue un rôle essentiel dans la migration en contrôlant
la rétraction de l’arrière de la cellule par la génération de la force de rétraction. Cependant,
ces observations sont en désaccord avec le concept selon lequel Rho est responsable de la
formation de points d’adhésions focaux et de l’adhésion à la matrice extracellulaire. Une
inhibition partielle de Rho augmente la vitesse de migration de fibroblastes alors que
l’inhibition complète de Rho empêche la migration des cellules (Nobes & Hall, 1999). De
plus, il semble que Rho et Rho-kinase jouent un rôle important dans l’invasion
d’hépatomes (Itoh et al., 1999).
En plus de la migration cellulaire, les GTPases de la famille Rho contribuent à la croissance
cellulaire. La progression dans le cycle cellulaire dépend des Cdks (Çj’clin-dependent
kinases) dont l’activité varie au cours de la croissance et la division cellulaire (Sherr, 1996).
La progression de la phase G1 à S requiert l’activation de Ras. Ras active la cascade Raf
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MEK-ERK qui est responsable de l’activation de Cdk4 et Cdk6 tôt dans la phase G1, par
l’entremise de l’expression du gène de la cycline Dl et l’assemblage des complexes cycline
D-Cdk4/6 (Cheng et al., 1998; Kerkhoff & Rapp, 1998). La principale fonction de ces
complexes est la phosphoiylation de Rb. Ceci conduit à l’activation du facteur de
transcription E2F. Ce dernier active la transcription de gènes requis pour la transition GuS.
Ras n’agit pas seule. Cette progression dans le cycle cellulaire nécessite Rac puisque
l’expression d’un mutant dominant négatif de Rac empêche la transition GuS (Joneson &
Bar-Sagi, 1998). Bien que Rac soit impliquée dans ce processus, il reste que les
événements biochimiques qui relaient son action sont mal caractérisés (Westwick et al.,
1997) (Gille & Downward, 1999). Il semble que l’habileté de Rac à promouvoir la
progression en phase Gi dépend aussi de l’expression de la cycline Dl. Ce phénomène
requiert l’activation de PAX et l’activation du facteur de transcription NF-KB (Joyce et al.,
1999). Ainsi, il est proposé que l’activation de Rac, en collaboration avec la cascade des
MAP kinases ERK1 et 2 est nécessaire pour l’expression suffisante de cycline D, ce qui
entraîne la transition GuS. La capacité de Rac à coopérer avec Ras afin de promouvoir
l’entrée en phase S dépend uniquement d’une région bien spécifique de Rac: les a.a. 124-
135. La région couvrant ces acides aminés est essentielle à l’association de Rac au
complexe enzymatique NADPH oxydase (Joseph & Pick, 1995; Freeman et al., 1996).
L’interaction entre Rac et le complexe enzymatique NADPH oxydase permet le transfert
d’électrons requis afin de générer les radicaux libres oxygénés (ROS) (Joneson & Bar-Sagi,
1998; Babior, 1999). Ainsi, l’inhibition de la génération ROS empêche l’action
mitogénique de Ras (Irani et aÏ., 1997). Dans les VSMCs, l’inhibition de la production de
ROS empêche le PDGF d’activer le promoteur de la cycline Dl (Page et al., 1999).
Rho joue aussi un rôle important dans la progression du cycle cellulaire. Elle est
responsable de l’inhibition de l’expression de p2l’ (Olson et al., 1998). De plus, Rho
semble responsable de l’induction de la dégradation de p27’ via la formation du
complexe cycline E-Cdk2 (Weber et al., 1997; Hu et al., 1999). Ainsi, Rac et Rho sont
aussi impliquées dans la transformation oncogénique par Ras (Khosravi-Far et al., 1995;
Qiu et al., 1995a; Qiu et al., 1995b). En plus de favoriser la progression du cycle cellulaire,
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Rac et Rho stimulent la survie cellulaire par l’activation du facteur de transcription NF-iB.
NF-icB est un facteur de transcription qui est essentiel à la transformation cellulaire induite
par Ras en inhibant l’apoptose induite par l’oncogène (Perona et al., 1997; Reuther et al.,
199$).
1.4. SIGNALISATION PAR L’AMP CYCLIQUE.
L’adénosine 3’,5’ monophosphate cyclique (AMP cyclique, AMPc) est le tout premier
messager secondaire identifié. Depuis sa découverte, une impressionnante quantité d’études
a permis d’élucider le rôle essentiel de ce messager secondaire en réponse à plusieurs
hormones et neurotransmetteurs. Malgré son âge, on lui trouve encore des vertus.
1.4.3. Métabolisme de l’adénosine 3’,S’ monophosphate cyclique
1.4.3.2. GsPCRs
De façon générale, l’AMP cyclique est produite suite à l’activation de certains récepteurs
couplés aux protéines G hétérotrimériques. Ainsi, suite à l’interaction entre un agoniste et
son récepteur, une protéine G (G) est activée. Tout comme les petites protéines G
monomériques, l’activation de protéines G hétérotrimériques se fait par changement de
conformation de la protéine, la perte du GDP et la liaison au GTP. Alors activée, la
protéine se dissocie des sous-unités Ey et s’associe à l’enzyme responsable de la
synthèse de l’AMP cyclique l’adénylate cyclase (Gilman, 19$4).
1.4.3.3. Adénylate cyclase
L’Adénylate Çyclase tAC) est responsable de convertir l’ATP en AMP cyclique suite à une
réaction d’hydrolyse. L’adénylate cyclase est un tetramère composé de deux protomères
catalytiques et de deux protomères régulateurs. En absence de la protéines G5 active , le
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protomère catalytique possède un Km bien supérieur à celui de la concentration d’ATP
intracellulaire physiologique. Suite à la liaison de la protéine l’AC subit des
changements de conformation par lesquels les protomères catalytiques acquièrent une
valeur de Km bien inférieure à la concentration d’ATP environnante et peut convertir une
partie de l’ATP en AMP cyclique (Gilman, 1984).
Chez les mammifères, il existe jusqu’à neuf différentes adénylate cyclases AC1 à AC9. Les
différentes adénylates cyclases ne sont pas exprimées dans tous les tissus et ne sont pas
nécessairement régulées de la même manière (Hanoune & Defer, 2001).
1.4.3.4. Phosphodiestérases
Les effets de l’AMP cyclique sont contrôlés par les phosphodiestérases (PDEs) qui
sont responsables de convertir l’AMP cyclique en AMP (dénosine monophosphate). Il
existe jusqu’à 16 PDEs qui sont divisées en sept familles. Cette division est basée sur les
différences de substrats ainsi que leurs sensibilités aux différents régulateurs endogènes et
exogènes (Beavo et al., 1994). L’AMP cyclique est principalement et spécifiquement
dégradée par l’action des Phosphodiestérase de type IV (PDE4). L’AMP cyclique ainsi que
le GMP cyclique (guanosine monophosphate cyclique) sont dégradés par diverses familles
de PDEs alors que le GMP cyclique est dégradé spécifiquement par les phosphodiestérases
de type V et VI (Essayan, 1999). De façon intéressante, il est proposé que certaines
phosphodiesterase s’associent à certains récepteurs activé afin de limiter l’activation de
certaines kinases par ces récepteurs (Perry et al., 2002; Baillie et aÏ., 2003).
1.4.4. Mécanisme d’action de I’AlVIP cyclique.
L’AMP cyclique transmet le signal hormonal (ou autre) par son association avec différents
effecteurs. Le nombre de ces derniers est plutôt restreint et se résume à trois chez les
mammifères, soit la protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA), le GEF Epac et
les canaux sensibles à l’AMP cyclique.
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1.4.4.2. La protéine kinase A
1.4.4.2.1. Activation par l’AMP cyclique.
La PKA est la principale et la plus connue des cibles de l’AMP cyclique. La PKA est une
STK qui, sous sa forme inactive, est composée de quatre sous-unités, dont deux sont
régulatrices et deux catalytiques. Les sous-unités régulatrices sont encodées par quatre
gènes distincts (RIa, R1t3, Rua et R1113), alors que trois autres gènes encodent les sous-
unités catalytiques (Ca, Cf3 et Cy) (Chin et al., 2002). L’AMP cyclique active la PKA en
s’associant aux sous-unités régulatrices du tétramère. Cette liaison favorise des
changements de conformation permettant de libérer les sous-unités catalytiques de
l’enzyme.
1.4.4.2.2. Inactivation et régulation de l’activité.
Mis à part la répression de l’activité catalytique par les sous-unités régulatrices, la PKA est
régulée de façon négative par les inhibiteurs de protéines kinases (PKIs) don’(Olsen &
Uhler, 1991). Il existe trois isoformes de PKIs (a, f3 et y) qui sont encodées par différents
gènes et dont l’expression est spécifique à certains tissus (Collins & Uhler, 1997; Olsen &
Uhler, 1991; Scarpetta & Uhler, 1993) En plus d’inhiber l’activité catalytique de la PKA,
les PKIs jouent le rôle de protéines chaperonnes menant à l’export nucléaire de la PKA, ce
qui leur confère une deuxième fonction régulatrice sur les PKAs (Wiley et al., 1999). Les
PKTs ne sont pas les seules protéines (peptides) régulant l’action des PKAs. Les AKAPs
(A-Kinase Anchoring Froteins) sont des protéines qui sont associées aux sous-unités
régulatrices des PKAs et qui ont pour fonction de localiser les différentes PKAs à des sites
particuliers de la cellule comme la membrane plasmique, la membrane nucléaire, les
mitochondries, le peroxisome, le cytosquelette, les centrosomes, l’appareil de golgi, le
réticulum endoplasmique ainsi que l’association à certaines protéines comme des
récepteurs membranaires, des canaux ioniques, etc. (Carrera et al., 1994; DransfieÏd et al.,
1997; Eide et al., 1998; fraser et aL, 199$; Suzuki et al., 1999; Witczak et al., 1999;
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Orstavik et al., 2000; Seki et al., 2000; Reinton et al., 2000a; Reinton et al., 2000b;
Klingbeil et al., 2001; Anway et al., 2002; Jha & Shivaji, 2002; Li et al., 2003).
La régulation négative de la PKA se fait aussi par des protéines sérine/thréonine
phosphatases qui sont responsables de déphosphoryler les divers substrats de la PKA. Ces
sérine/thréonine phosphatases proviennent principalement des familles PP1 et PP2A. Ces
différentes phosphatases peuvent être contrôlées par des inhibiteurs de phosphatases
comme I-1 et DARPP32 qui sont tous deux des substrats de la PKA (Alberts et al., 1994;
Connor et al., 1998). En fait, une fois activée, la PKA phosphoryle ces inhibiteurs, ce qui
permet leur association à différentes phosphatases et les inhibent.
1.4.4.2.3. Effecteurs.
La PKA phosphoryle une très grande diversité de substrats qui possèdent la séquence
consesus RRXS/T. Ceci a pour effet d’influencer plusieurs voies de signalisation ainsi que
l’activité de protéines impliquées dans le contrôle de la synthèse de l’AMP cyclique. En
fait, la PKA phosphoryle et active plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme
cellulaire ainsi que des canaux ioniques intracellulaires (récepteur de la ryanodine
(Takasago et al., 1991)) ou extracellulaire (Wang & Giebisch, 1991; Drain et al., 1994),
des PDEs (Sette et al., 1994; Sette & Conti, 1996), certaines petites protéines G
monomériques (par exemple: Rapi (Quilliam et al., 1991; Lerosey et al., 1991; Vossler et
al., 1997; Kawasaki et al., 1998)), des facteurs de transcriptions (CREB, CREM, ATf 1,
NF-kB, 50X9 (Shirakawa & Mizel, 1989; Chrivia et al., 1993; de Groot et al., 1993; Kwok
et al., 1994; Loriaux et al., 1994; Sun et al., 1996; Zhong et al., 1998; Huang et al., 2000;
Servillo et al., 2002)) et des régulateurs de ces facteurs de transcription (CBP) et DARPP32
(Kwok et al., 1994; Fimia & Sassone-Corsi, 2001; Chin et al., 2002) (figure 1.20). À
l’inverse, la phosphorylation d’autres protéines a pour conséquence leur inhibition. C’est le
cas de certains récepteurs couplés aux protéines G (ex : 32-adrénergique (Bouvier et al.,
1987; Fimia & Sassone-Corsi, 2001)), certaines adénylate cyclases (Iwami et al., 1995),
des phosphodiestérases (Giembycz & Bames, 1991), certaines phospholipases C (PLC-132
(Yada et aÏ., 1989)), la sérine/thréonine kinase RAF (Haffier et aÏ., 1994), la petite protéine
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G monomérique RhoA (Lang et al., 1996), certaines protéines phosphatases de ERK1/2
(Blanco-Aparicio et al., 1999) et plusieurs facteurs de transcription comme NF-AT ou
GLI3/C1155 (Zwartkruis & Bos, 1999; Jia et al., 2002) (figure 1.20).
Figure 1.20. Voies de signalisation engendrées par le messager secondaire AMP cyclique (tiré
de (Fimia & Sassone-Corsi, 2001)).
Longtemps, les effets de l’AMP cyclique ont été considérés comme étant exclusivement
relayés par la PKA. Récemment, il a été démontré que l’AMP cyclique s’associe aussi à un
échangeur de de nucléotides spécifique à Rapl/2 nommé Epac (de Rooij et al., 199$).
Ainsi, l’AMP cyclique active Rapl qui a pour fonction de réguler plusieurs processus
cellulaires comme l’activation des plaquettes, l’activation des cellules B et la différentiation
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1.4.4.3. Epac
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1.4.4.4. Canaux ioniques régulés par les nucléotides cycliques
L’AMP cyclique, tout cotume le GMP cyclique, peut modifier l’activité de canaux
ioniques. Ces canaux ont d’abord été identifiés en 1985 par la démonstration que le GMP
cyclique pouvait directement activer les canaux ioniques « sensibles » à la lumière dans les
bâtonnets (Fesenko et al., 1985). Ces canaux font parti d’une grande famille de récepteurs
qui comprend aussi les pacemaker channeÏs ainsi que le Ether-a-gogo (EAG) et sa version
humaine, les membres de la famille eag-related channel (HERG) qui sont des canaux
potassiques (Kaupp & Seifert, 2002).
Les canaux activés par les nucléotides cycliques (CNG) sont, comme leur nom l’indique,
des canaux qui sont directement activés par la liaison de l’AMP cyclique ou du GMP
cyclique (Kaupp & Seifert, 2002). Ces canaux répondent plus ou moins spécifiquement à
l’AMP ou le GMP cyclique et sont des canaux cationiques non sélectifs. Ils permettent
l’entré du Ca2 et du Na. Ces canaux permettent la transmission de signaux neuronaux par
la dépolymérisation et l’hyperpolarisation des cellules neuronales du système olfactif, les
photorécepteurs en cône ainsi que les cellules de la glande pinéale (Kaupp & Seifert, 2002).
1.4.5. Rôles physiologiques de I’AMP cyclique dans le muscle lisse vasculaire.
L’AMP cyclique via l’activation de la PKA, de Epac ou bien de canaux ioniques, influence
une multitude de fonctions qui, dépendamment du type cellulaire, du tissu ou de l’organe
étudié, peuvent avoir des conséquences diamétralement opposées. Par exemple, une
caractéristique importante de l’AMP cyclique est sa capacité à promouvoir la croissance de
certains types cellulaires alors qu’elle inhibe d’autres types. Jusqu’à présent certains des
effets antiprolifératifs ou prolifératifs de I’AMP cyclique ont été attribués à la capacité de
l’AMP cyclique d’empêcher ou de promouvoir l’activation de la voie RAF-MEK-ERK
(Stork & Schmitt, 2002). Cependant, ceci n’est pas toujours le cas (Giasson et al., 1997).
Ainsi, les rôles de l’AI\1P cyclique présentés dans cette introduction se limiteront
uniquement aux effets du nucléotide cyclique sur les cellules musculaires lisses vasculaires.
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1.4.5.2. Vasodilatation
Un des effets bien connu de I’AMP cyclique est sa capacité à générer une réponse
vasodilatatrice et même d’inhiber l’action vasoconstrictrice de certaines hormones. En fait,
les hormones, les neurotransmetteurs et les autacoïdes activant des récepteurs couplés aux
protéines (GPCRs) ont la capacité d’induire une vasodilatation (Silver, 1985; Murray,
1990).
Le mécanisme vasodilatateur de l’AMP cyclique est relativement bien connu. Une
augmentation du niveau d’AMP cyclique intracellulaire active la PKA, ce qui entraîne la
phosphorylation de la Myosin Light Chain Kinase (MLCK) et la rend inactive. La MLCK
est une protéine kinase qui est responsable de la phosphorylation de la chaîne légère de
myosine (MLC Mfyosin Light Chain) . Une fois phosphorylée, la MLC forme un complexe
avec l’actine et entraîne la contraction des cellules. La MLCK est activée en réponse aux
oscillations calciques. Ainsi, l’augmentation de Ca2 intracellulaire ([Ca2j) s’associe à la
calmoduline et, à son tour, ce nouveau complexe s’associe avec la MLCK et la rend active
(Adelstein, 1983; Murray, 1990).
1.4.5.3. Inhibition de la croissance cellulaire
Bien que les effets vasodilatateurs de I’AMP cyclique soient bien caractérisés, un autre
phénomène relié à la production de ce messager secondaire est l’inhibition de la croissance
cellulaire. Tel que mentionné précédemment, l’AMP cyclique peut favoriser ou empêcher
la croissance de différents types cellulaires. Dans les VSMCs, I’AMP cyclique inhibe la
croissance cellulaire induite par la quasi-totalité des facteurs de croissance (PDGF, EGF,
bombésine, thrombine, Ang II, endothéline-1, etc. (données non présentées)). Bien que
l’inhibition de la croissance des VSMCs soit un phénomène plutôt bien connu, il n’en
demeure pas moins que les bases moléculaires décrivant ce processus suscitent encore des
débats. Dans les VSMCs, il est proposé que l’AMP cyclique inhibe l’action proliférative de
plusieurs facteurs de croissances par l’inhibition des MAP kinases (Osinski & Schror,
o
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2000;Graves et al., 1993) Cependant d’autres auteurs proposent le contraire (Takahashi et
al., 1996; Giasson et al., 1997).
1.4.5.4. Inhibition de la migration cellulaire
L’élévation d’AMP cyclique dans les VSMCs interfère aussi avec la migration de ces
cellules en réponse à plusieurs facteurs dont 1’Ang II (Dubey et al., 1995; Kohno et al.,
1997; Kohno et al., 1999). Cependant, les mécanismes moléculaires de cette inhibition ne
sont pas encore définis.
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Chapitre 1. L’AMP cyclique inhibe l’activation des Janus
Kinases par 1’Ang II
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2.1. MISE EN SITUATION.
L’AMP cyclique exerce un effet négatif sur la croissance des VSMCs, soit en réponse à
certains facteurs de croissance, mais aussi aux agents hypertrophiques comme I’Ang II.
Alors que 1’AMP cyclique inhibe l’activation des MAP kinases ERK1 et 2 dans certains
modèles cellulaires et que pour plusieurs cette inhibition semble justifier les effets
antiprolifératifs de l’AMP cyclique, cette dernière n’interfère peu ou pas dans l’activation de
cette même voie en réponse à l’Ang II dans les VSMCs (Giasson et al., 1997). De plus,
l’action hypertrophique de l’AMP cyclique ne semble pas être associée à une diminution de
l’activation de plusieurs cascades de signalisation incluant la production d’inositol tri-
phosphate (InsP3), l’induction de gènes précoces comme c-fos, c-jun et egr-1 ou l’activation
70S6K En fait l’augmentation de l’AMP cyclique par la forskoline, l’isoproterenol, ou un
inhibiteur de phosphodiestérase (IBMX, isobutylmethylxanthine) semble affecter l’induction
de la phosphorylation en tyrosine par l’Ang II. En fait, l’inhibition de l’action
hypertrophique de l’AMP cyclique est associée à une perte de phosphorylation en tyrosine
de Tyk2 et de la paxilline en réponse à l’Ang II. Tyk2 est l’un des membres de la famille des
Janus kinases alors que la paxilline est une protéine impliquée dans la formation de points
d’adhésion focaux.
L’objectif de cet article était de faire le bilan des connaissances actuelles ainsi que
d’apporter une nouvelle lumière sur les mécanismes de régulation croisés entre les cascades
de signalisation engendrées par l’Ang II et l’AMP cyclique.
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ABSTRACT
Cyclic AMP is an ubiquitous second messenger that modulates growth factor cellular
responses by interfering with different signal transduction pathways. In vascular smooth
muscle ceils, agents that raise cyclic AMP levels antagonize the hypertrophic effect of
angiotensin II and other vasoactive factors. Cyclic ATvIP elevation also inhibits the
chemotactic response of arterial smooth muscle celis to angiotensin II and opposes its
vasoconstrictor action. These vascular effects of cyclic AMP are associated with inhibition
of Janus kinases activity and modulation of tyrosine phosphoiylation signaling. In this
review, we discuss the molecular basis of the cross-talk between the cyclic AMP and Janus
kinase pathways in vascular smooth muscle.
Keywords: signal transduction; Janus kinase; cyclic AMP; cellular hypertrophy;
angiotensin II receptors; smooth muscle
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Angiotensin II (Ang II), the primary effector of the renin-angiotensin system, is a
multifunctional hormone that plays an important role in vascular function. In addition to its
classical vasoconstrictor action, more recent studies demonstrated that Ang II stimulates the
growth of a number of ceil types, including vascular smooth muscle celis (SMC) (reviewed
in [1-3]). In vivo studies have shown that chronic infusion of Ang II leads to the
development of vascular hypertrophy in rats, whereas administration of angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitors or Ang II receptor antagonists prevents or regresses
vascular hypertrophy in models of genetic and experimental hypertension [4]. Consistent
with in vivo data, several laboratories have shown that Ang II stimulates protein synthesis
and induces cellular hypertrophy, but not celi proliferation, in cultured aortic SMC [5-9].
Ang II also induces directed migration (chemotaxis) ofvascular SMC [10, 11], although its
effect is less prominent than that of platelet-derived growth factor (PDGF). The cellular
mechanisms underlying these diverse actions of Ang II are not clearly understood but are
likely to involve the activation of distinct signaling pathways.
Signal transduction pathways ofthe AI1 receptor: an overview
Ang II exerts its physiological actions by interacting with specific membrane receptors in
target cells. Two pharmacologically distinct subtypes of receptors, designated AT1 and
AT2, have been described based on their affinity for the selective receptor antagonists
losartan (AT1) and PD123319 (AI2) (reviewed in [12]). Pharmacological studies have
indicated that the AT1 receptor is the predominant subtype expressed in most aduit tissues
and is mediating the known biological effects ofAng II [13, 14]. The biological function of
the AT2 receptor remains controversial but recent studies suggest that it may counteract
AT1 receptor-mediated responses [15, 16]. The signaling pathways activated by the AT2
receptor are stili poorly understood and will flot be reviewed here. Molecular cloning
studies have revealed that the AI1 and AT2 receptor subtypes belong to the superfamily of
seven transmembrane domain receptors [17-20].
Binding of Ang II to the AT1 receptor stimulates heterotrimeric G proteins which couple
the receptor to multiple effector enzymes in the plasma membrane. The best documented
114
signaling pathway of the AT1 receptor is the stimulation of phospholipase C (PLC), which
generates the two second messengers diacylglycerol and inositol 1, 4, 5-trisphosphate (1P3)
(reviewed in t21, 22]). Diacylglycerol is a physiological activator of protein kinase C
(PKC) isoforms, while 1P3 binds to specific receptor-channels to release Ca from
intracellular stores. The activation of PLC by Ang II is most likely mediated by a member
of the Gq family of G proteins [23, 24] which activate PLC-f3 isoenzymes in a pertussis
toxin (PTX)-insensitive manner [25]. Multiple evidence plead in favor of a critical role for
Ca in the vasoconstrictor and hypertrophic action of Ang II (unpublished data). In
addition to PLC, Ang II rapidly activates class TA phosphoinositide 3-kinase (P13-kinase)
to generate the lipid second messengers phosphatidylinositol (Ptdlns) 3, 4-P2 and Ptdlns 3,
4, 5-P3 (t26]; unpublished data). Activation of the P13-kinase pathway is required for the
stimulation of mRNA translation and protein synthesis by Mg II in vascular SMC ([26];
Voisin L, Giasson E and Meloche S, manuscript in preparation). In several of its target
tissues, Ang II inhibits adenylyl cyclase via a PTX-sensitive G protein [27]. However,
there is no evidence that Mg II modulates the activity of adenylyl cyclase in vascular SMC
and PTX has no effect on Mg II-induced protein synthesis (unpublished data). Mg II has
also been shown to activate phospholipase D, which hydrolyses phosphatidylcholine into
phosphatidic acid and choline [28]. Phosphatidic acid is further metabolized to
diacylglycerol by phosphatidate phosphohydrolase and may thus prolong diacylglycerol
accumulation. The exact role of phospholipase D in the vascular effects of Mg II remains
to be established. Finally, recent works have shown that Mg II stimulates the production of
reactive oxygen species (ROS) in vascular SMC via a membrane-associated
NADH!NAPDH oxidase system similar to the neutrophil NADPH oxidase [29, 30]. There
is evidence that ROS are integral part of the signaling pathways which mediate the
hypertrophic [30] and vasoconstrictor [31] actions ofthe hormone.
The immediate consequence of these early signals is the activation of a complex network of
protein kinases which integrate and propagate the signais to the appropriate cellular
compartments. Ang II lias been shown to stimulate the activity of multiple serine/threonine
kinases in vascular SMC, including PKC isoforms [32-34], the MAP kinases ERK1/ERK2
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[35-37], JNK1/JNK2 ([38]; unpublished data) and p38 [31, 38, 39], p70 $6 kinase [9], Akt
([40]; unpublished data), Ca2t’calmodulin-dependent protein kinase II [41] and casein
kinase I [42]. We have demonstrated that activation ofERK1/ERK2 [37] and p70 $6 kinase
[9] is necessary for the stimulation of global protein synthesis by Ang II. More recently, we
showed that the p38 MAP kinase pathway selectively modulates the vasoconstrictor action
of Ang II in vascular smooth muscle [31]. In common with cytokine receptors, AT1
receptor activation was also found to increase tyrosine phosphorylation of multiple
substrates in vascular SMC (reviewed in [43]).
Importance of tyrosine phosphorylation in AT1 receptor signaling
The reversible phosphorylation of proteins on tyrosine residues has been recognized for a
long time as the primary mechanism by which receptor tyrosine kinases and cytokine
receptors regulate the proliferation and differentiation of ceils (reviewed in [44, 45]). It is
only recently, however, that the importance of this signaling pathway has been appreciated
in the case of G protein-coupled receptors. Initial studies by several independent groups
revealed that agonists of G protein-coupled receptors such as thrombin, bombesin,
vasopressin, endothelin, or lysophosphatidic acid (LPA) stimulate tyrosine phosphorylation
of multiple substrates in their target celis [46-50]. Ang II was also reported to induce rapid
tyrosine phosphorylation in liver epithelial ceils [51], glomerular mesangial ceils [47],
vascular SMC [52-54], and cardiac fibroblasts [55]. The observation that tyrosine kinase
inhibitors can block the stimulation of DNA synthesis induced by thrombin [56],
endothelin [57], and bombesin [58] suggested for the first time that tyrosine
phosphorylation plays an important role in the growth response to this class of receptors.
Using a similar pharmacological approach, we have shown that selective inhibition of
tyrosine phosphorylation with genistein and herbimycin A completely abolishes Ang II
stimulated protein synthesis in rat aortic SMC [54]. InterestingÏy, tyrosine kinase inhibitors
were also found to block Ang II-mediated contraction of gastric smooth muscle strips [59],
thereby suggesting that tyrosine phosphorylation plays a central role in both the
vasoconstrictive and hypertrophic actions ofAng II.
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In vascular SMC, treatment with Ang II increases the phosphotyrosine content of numerous
proteins with apparent molecular masses ranging ftom 180 to 42 kDa. We have identified
the major tyrosine phosphorylated substrate in vascular SMC as paxillin, a 68 kDa
cytoskeletal protein localized to focal adhesions [60]. Other tyrosine phosphorylated
proteins which have been identified in Ang II-stimulated vascular SMC include p125 focal
adhesion kinase (pl25) t61-63], the adaptor protein Shc [63, 64], PLCy1 [65], Src [66],
STATs [67], insulin receptor substrate 1 tIRS-1) [6$], SHP-2 [68], the focal adhesion
associated kinase Pyk2 [63, 69], the focal adhesion proteins p130as [70-72] and tensin [72],
and the receptor for epidermal growth factor (EGF) ([73]; Foisy S, Giasson E, Voisin 1 and
Meloche S, manuscript in preparation). It is interesting to note that most of these signaling
proteins are traditionally phosphorylated in response to the activation of receptor tyrosine
kinases or cytokine receptors. Two mechanisms for activation of tyrosine kinases by the
AT1 receptor have been proposed. The first mechanism is by transactivation of a tyrosine
kinase receptor, such as the EGF receptor, which then functions as a scaffold for assembly
of other signaling molecules. Such a mechanism was first demonstrated in an elegant study
showing that the EGF receptor is rapidly tyrosine-phosphorylated upon stimulation ofRatl
cells with endothelin, LPA and thrornbin, and that inhibition of EGF receptor fiinction
suppresses MAP kinase activation and c-fos gene induction by these agonists [74]. More
recently, Ang II was also shown to transactivate the EGF receptor tyrosine kinase in
vascular SMC ([73]; Foisy S, Giasson E , Voisin 1 and Meloche S, manuscript in
preparation). The second mechanism involves direct recruitment of tyrosine kinases to the
AT1 receptor. It has been reported that Ang II binding to the AT1 receptor promotes the
association of the tyrosine kinase Jak2 with the receptor (see below).
One farnily of tyrosine kinases that has emerged as an integral aspect of AT1 receptor
signaling in recent years is the Janus kinase (Jak) family. Two groups initially reported the
unexpected observation that the G protein-coupled receptor agonist Mg II stimulates the
Jak/STAT pathway in vascular SMC [67] and cardiac myocytes [75]. These findings have
now been reproduced in many other studies ([63, 76-81]; and Fig. 2.1). Intriguingly,
Bemstein and colleagues presented evidence that Jak2 forms a stable complex with the
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intracellular carboxyl tau of the AT1 receptor [67, 76]. Various unes of evidence suggest
that the Jak!STAT pathway may play an important role in mediating some of the biological
actions of the AT1 receptor. for instance, treatment of vascular SMC with the tyrphostin
AG490 or AG9, two potent inhibitors of Jak2 and Tyk2, significantly inhibits the growth
promoting effect of Ang II tour unpublished observations). In a recent study, Pan et al. [$0]
reported that acute pressure overload activates the Janus kinases Jaki, Jak2 and Tyk 2 in
the rat heart in vivo. The activation of Jak2 and Tyk2 was blocked by the AT1 receptor
antagonist E4177. It is worth mentioning that activation of the IakISTAT pathway is flot
the exclusive privilege of the AT1 receptor, as we have found that other agonists of G
protein-coupled receptors stimulate tyrosine phosphorylation of Tyk2 in vascular SMC
(fig. 2.2).
The JakJSTAT pathway
Signaling by cytokine receptors depends upon their association with Janus kinases, which
couple ligand binding to tyrosine phosphorylation of signaling proteins recruited to the
receptor complex (reviewed in [45, 82, 83]). Among these are the signal transducers and
activators of transcription (STAT5), a famiÏy of transcription factors that contribute to the
diversity of cytokine responses. Janus kinases form a small family of intracellular tyrosine
kinases which is comprised of four members: Jaki, Jak2, Jak3, and Tyk2 (reviewed in [84,
85]). With the exception ofJak3, which is primarily expressed in hematopoietic celis, Janus
kinases are ubiquitously expressed. The general mode of cytokine signaling is the
following: ligand binding induces receptor oligomerization, resulting in trans
phosphorylation and activation of one or more Janus kinases. Activated Janus kinases in
tum, phosphorylate STAT proteins (which are recruited to the tyrosine phosphorylated
receptor through their SH2 domain) on a single tyrosine residue, inducing the homo or
hetero-dimerization ofthe STATs and their translocation to the nucleus [86]. The activation
of STATs has also been reported to occur through receptor tyrosine kinases [$7] and, as
mentioned precedingly, G protein-coupled receptors ([67, 75]; and fig. 2.2).
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The functional importance of the Janus kinases was first revealed by studies in ccli unes
defective in interferon signaling and confirmed by the development of knockout mouse
strains. Jak3-deficient mice exhibit severe defects in iymphoid ceil deveiopment [88-90].
Jak2 deficiency is embryonic lethal [91, 92], and Jaki is perinatally lethal [93]. Embryonic
fibroblasts derived from Jakl and Jak2 deficient mice fail to respond to specific subsets of
cytokine receptors. Conversely, overexpression or hyperactivation of Janus kinases has
been associated with various fomis ofleukemias (see [84] for review).
Cyclic AMP antagonizes AT1 receptor biological responses in vascular SMC
Cyciic AMP (cAMP) is a ubiquitous second messenger that is synthesized in ceils by
adenylyl cyciases in response to many extracellular stimuli. With few exceptions, the
ceilular effects of cAMP are mediated trough activation of cAMP-dependent protein kinase
(PKA), a muitifunctionai serine/threonine kinase [94]. In the absence ofcAMP, PKA exists
as an inactive tetrameric complex containing two regulatory subunits and two catalytic
subunits. Binding of cAMP to the regulatory subunit decreases its affinity for the catalytic
subunit and promotes dissociation into a dimer of regulatory subunits and two active
catalytic subunits. Activated PKA is then abie to phosphorylate target proteins in ail
cellular compartments. The magnitude and duration of the cAMP response is determined
by the rate of cAMP hydrolysis by cyclic nucleotide phosphodiesterases [95].
cAMP signaling regulates a vast array of cellular processes. Notably, cAMP has been
shown to moduiate growth factor-induced responses by interfering with different signaling
pathways. The best documented exampie is the ability of cAMP to inhibit or stimulate ccli
proliferation depending on the ccii type. Elevation of intraceiiuiar cAMP stimulates the
proliferation of thyrocytes, keratinocytes and Swiss 3T3 fibroblasts; in contrast, cAMP
inhibits proliferation ofNIH 3T3 fibroblasts, macrophages, lymphoid celis and many tumor
celis (reviewed in [96-98]). Activation of the cAMP/PKA pathway also markedly inhibits
the proliferation of vascuiar SMC both in vitro and in vivo ([99, 100]; unpublished data).
Several mechanisms have been put forward to explain the anti-mitogenic action of cAMP.
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A number of studies have proposed that cAMP inhibits ce!! proliferation by interfering with
Ras-dependent activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinases extracellular
signal-regulated kinase 1 (ERK1)/ERK2 [101-105]. Biochemical analysis of the various
intermediates in the signaling cascade suggested that cAMP inhibits signal transmission at
the level of Raf-1 [101, 102, 105]. However, treatment of other ceil types with cAMP
raising agents was found to block growth factor-induced proliferation without preventing
ERK1/ERK2 activation [106-108]. Similarly, elevation of cAMP levels was shown to
inhibit the activation of p70 S6 kinase in certain celi types [107, 1091, but not in others
[106]. The cAMP/PKA signaling pathway also targets regulators of the celi cycle
machinery. Treatment of macrophages with analogs of cAMP was found to raise the levels
of the cyclin-dependent kinase (Cdk) inhibitor p27”, thereby increasing its association
with cyclin D-Cdk4 and preventing the activation of Cdk4 [110]. In fibroblast cel!s, the ce!!
cycle arrest imposed by cAMP is associated with the inhibition of growth factor-dependent
cyclin Dl induction and 27KiP1 degradation [111]. cAMP was also shown to downregulate
c-myc mRNA expression in several ceil types [112-114]. However, the significance of this
observation is not known because constitutive expression of c-myc was insufficient to
override the anti-proliferative effect of cAMP in macrophages [114]. It is like!y that the
targets of the cAMP/PKA pathway will vary depending on celi type origin and the nature
ofthe mitogenic signals.
In addition to its well defined modulatory effect on cell multiplication, cAMP also exerts
negative regulatory effects on the stimulation of protein synthesis by hypertrophic factors
[63, 115, 116]. We have observed that a variety of agents known to elevate the intracellular
concentration of cAMP potent!y inhibit the stimulatory effect of Ang II on protein
synthesis in rat aortic SMC [63]. The inhibition was dose-dependent and vas observed at
all concentrations of Ang II. Other important physiological effects of Ang II are also
subject to the modulatory action of cAMP in vascular SMC. Agents that raise cAMP levels
cause a relaxation of arterial smooth muscle and antagonize the vasoconstrictor effect of
Ang II [117]. cAMP also inhibits the chemotactic response of arterial SMC to Ang II in
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vitro [10]. Thus, the cAMP signaling system impacts on several important cellular
processes in vascular smooth muscle.
Cross-talk between cAMP and the Jak/STAT pathway
The cross-talk potential ofthe cAMP signaling system is known for more than two decades
but the mechanisms by which cAMP exerts its inhibitory action on various cellular
processes remain poorly understood. We have found that elevation of intracellular cAMP
levels inhibits Ang II-stimulated protein synthesis in rat aortic $MC, without affecting the
basal rate ofprotein synthesis [63]. To understand the molecular basis ofthis cross-talk, we
have examined the effect of agents that raise cAMP levels on various AT1 receptor
mediated signaling events [63]. Short-term cAMP treatment has no effect on the agonist
binding properties of the AT1 receptor, a finding consistent with the lack of optimal PKA
consensus site in the sequence of the rat ATIA and AT1 receptors. We also found that
cAMP elevation does not interfere with the activation of PLC or the induction of the early
growth response genes c-fos, c-fun, and egr-1 by Ang II. As mentioned precedingly, PKA
activation has been shown to inhibit the ERK MAP kinase pathway in many celi types,
including human arterial SMC [103]. Activation of the ERK pathway plays an important
role in the regulation of mRNA translation and protein synthesis, by inducing the
phosphorylation of the translation initiation factor eIF4E through activation of the protein
kinase Mnkl [118]. However, in contrast to the above studies, we [63] and others [116] did
flot observe any significant effect of cAMP-raising agents on Ang Il-dependent activation
of ERK1 and ERK2 in rat aortic SMC. Similarly, elevation of cAMP levels strongly
inhibits thrombin-stimulated DNA synthesis in these cells without compromising the effect
of thrombin on ERK1/ERK2 activation [108]. These observations clearly highlight the
importance of the ceil type (and species) in determining the overall influence of cAMP on
other signaling systems, but also argue against the idea that the ERK MAP kinase pathway
is a major target of the growth inhibitory action of cAMP. The p70 S6 kinase is another
important regulator of translation [119]. Activation of p70 $6 kinase leads to increased
phosphoiylation of 40S ribosomal protein S6, an event which is believed to up-regulate the
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translation of a family of mRNAs that include ribosomal proteins and elongation factors
[120].We found that raising cAMP levels does flot interfere with the activation of p70 $6
kinase nor with the phosphorylation ofthe translational repressor 4E-binding protein 1 (4E-
BP1), another downstream target of mTOR (mammalian target of rapamycin), in Ang II
stimulated rat aortic SMC ([63]; unpublished data). These findings also suggest that the
growth inhibitory action of cAMP in these cells is not at the level of P13-kinase, since full
activation of p70 $6 kinase is dependent on phosphorylation ofThr 229 by PDK1 [121], a
downstream effector ofPI3-kinase [122].
Because of the importance of tyrosine phosphorylation signaling in the hypertrophic action
of Ang II [54], we also examined the effect of cAMP-raising agents on tyrosine kinase
regulated pathways. We showed that cAMP elevation completely abolishes Ang II
dependent tyrosine phosphoiylation of the focal adhesion-associated protein paxillin in
aortic SMC (Fig. 2.3). In contrast, cAMP does not prevent tyrosine phosphorylation of the
adaptor protein $hc, another target of AT1 receptor signaling. Most importantly, we found
that cAMP elevation completely blocks Ang II-induced tyrosine phosphorylation of the
Janus kinase Tyk2 in aortic SMC, without interfering with phosphorylation of the tyrosine
kinases 125fAK and Pyk2. These results revealed for the first time the existence of a
functional cross-talk between the cAMP signaling system and the Jak/$TAT pathway in
vascular smooth muscle. Using a recently developed phospho-specific antibody to Tyk2,
we have extended our original findings and demonstrated that cAMP blocks
phosphorylation of Tyk2 on the activating Tyr 1054/Tyr 1055 residues (which directly
reflects enzymatic activation) (Fig. 2.4). Because of the pivotal role played by Janus
kinases in the regulation of normal cell growth by cytokines, it is tempting to speculate that
Tyk2 may represent a critical target of the growth inhibitory action of cAMP in vascular
SMC. In agreement with this idea, we have observed in preliminary studies that
pharmacological inhibition ofJanus kinases markedly reduces the stimulatory effect ofAng
II on global protein synthesis (unpublished observations). Janus kinases are also good
candidates for the inhibitory action of cAMP on vascular SMC chemotaxis. It has been
recently reported that urokinase-type plasminogen activator (uPA) stimulates tyrosine
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phosphorylation of Jaki and Tyk2 in vascular SMC, and that the two kinases co-iocalize
with uPA receptor at the leading edge ofmigrating ceils after wounding [123]. In addition,
genetic studies in zebrafish have shown that Jaki activation is necessary for celi migration
and anterior specification of the embryo [1241. Ail these observations suggest that Janus
kinases are important regulators of ceil migration. Interestingiy, cAMP-eievating agents
were also shown to inhibit interieukin-6-induced STAT activation in monocytes [125], and
to inhibit interferon 13-stimuiated tyrosine phosphorylation of Jakl, Tyk2, STAT1 and
STAT2 in the myeloma ceil une U266 [126]. Thus, modulation of the Jak/STAT pathway
by cAMP is iikeiy to piay an important roie in the regulation of growth, immune and
inflammatory responses.
The mechanisms whereby cAMP inhibits the activation of Tyk2 in vascuiar SMC is flot
known. Pharmacoiogical evidence suggest that the effect of cAMP is mediated at least in
part by PKA, since pre-incubation of aortic SMC with the PKA inhibitors Rp-cAMPS and
H-89 restored Ang Il-dependent activation of Tyk2 in ceiis exposed to prostaglandin E1
(fig. 2.5). One intriguing possibility is that PKA directly phosphorylates the Tyk2 kinase.
Examination ofthe amino acid sequence ofJanus kinases reveais that Tyk2, but flot Jakl or
Jak2, contains a possible PKA recognition site at position 209. Phosphorylation of this site
may induce a conformational change of the Tyk2 protein, preventing its subsequent
phosphorylation on activating tyrosine residues. The mode of activation of Janus kinases by
G protein-coupied receptors remains obscure but, by anaiogy with cytokine receptors, may
require the oligomerization and trans-phosphorylation of Janus kinase moiecules. If this is
the case, then inactivation of Tyk2 by PKA couid aiso interfere with the activation of other
Janus kinase family members (such as Jak2) oiigomerized with Tyk2. In this regard, it is
noteworthy that recent findings suggest that G protein-coupled receptors aiso exist as
dimeric structures in ceil membranes [127]. A second possibility is that PKA directiy or
indirectly stimulates the activity of a protein tyrosine phosphatase which inactivates Janus
kinases. For exampie, the tyrosine phosphatase SHP-1 binds to specific tyrosine
phosphoryiated residues in the cytopiasmic domain of the erythropoietin receptor via its
SH2 domain and dephosphorylates Jak2 [128]. SHP-1 also binds directiy to Jak2 and Tyk2
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in intact ceils, causing their dephosphorylation [129, 130]. The related phosphatase SHP-2
was also reported to associate with Jakl in monocytes [125]. SHP-2 fibroblasts show
excessive activation of STATs by interferons, a response which is attenuated by
reintroduction of SHP-2 protein [131]. It was also reported that phorbol ester treatment
causes the tyrosine dephosphorylation of Tyk2 but not of Jaki in interferon-stimulated
monocytes [132]. FinalÏy, a third possibility is that cAMP elevation may downregulate
Janus kinase protein levels in vascular SMC. While such a mechanism would flot explain
the rapid inactivation of Tyk2 observed afier short-term treatment with cAMP-raising
agents, it may however contribute to the inhibition of cellular responses after long-term or
chronic exposure. For example, a recent study showed that prostaglandin E2 and agents that
increase cAMP levels selectively decrease the abundance of Jak3 protein in T lymphocytes
[133]. The suppression of Jak3 expression was correlated with impaired interleukin-2-
dependent signaling and proliferation. Additional studies are clearly necessary to examine
these various possibilities and others (Fig. 2.6).
Concluding remarks
It is clear that the cAMP/PKA signaling pathway can modulate or antagonize responses of
vascular SMC to Ang II and other vasoconstrictor agents. Although the importance of this
cross-talk in the physiological setting is less well characterized, a number of observations
suggest that cAMP plays a major role in regulating vascular growth. For example, Indolfi et
al. [100] reported that local administration of cAMP and phosphodiesterase-inhibitor drugs
(aminophylline and amrinone) to rats markedly inhibits neointima formation afier balloon
injury in vivo. Another recent study showed that overexpression of prostacyclin synthase,
the enzyme which catalyzes the synthesis of prostacyclin (PGI2), in lung epithelial ceils
protects against the development of pulmonary hypertension in mice exposed to chronic
hypoxia by preventing vasoconstriction and vessel walI hypertrophy [134]. A detailed
understanding of how cAMP modulates vascular responses is clearly an important issue,
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Figure 2.1. Ang II stimulates the activation of the Janus kinases Jaki, Jak2 and Tyk2 in vascular SMC. Quiescent
rat aortic SMC were stimulated for the indicated times with 10 nM Ang II. CeIular lysates were prepared and analyzed by
immunoblotting with phospho-specific antibodies selective for the activating tyrosine residues of Jaki, Jak2 and Tyk2.
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Figure 2.2. Activation of Tyk2 by agonists of G protein-coupled receptors and PDGF in aortic SMC. Quiescent rat
aortic SMC were stimulated for 3 min with the following agonists: medium (CtrI), Ang 11(10 nM), endothelin-1 (ET-1, 100
nM), thrombin (1 U/mI), and PDGF-BB (PDGF, 50 ng/mI). Cellular lysates were prepared and analyzed by immunoblotting
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Figure 2.3. Elevation of cAMP inhibits Ang II-stimulated tyrosine phosphorylation in aortic SMC. Quiescent rat
aortic SMC were pretreated for 30 min in the absence or presence of 10 tM forskolin (Forsk) or 0.1 mM 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX). The cells were then stimulated or not (cont) with 10 nM Ang Il for either 1 min (Shc, p125FAK,
Pyk2), 3 min (panel A, Tyk2), or 5 min (panel B, paxillin). (A) Protein tyrosine phosphorylation. Cellular lysates were
analyzed by anti-phosphotyrosine immunoblotting. (B) Tyrosine phosphorylation of the MAP kinases ERK1/ERK2. CelI
lysates were analyzed as in panel A. (C) Tyrosine phosphorylation of paxillin and Shc. CeIl lysates were subjected to
immunoprecipitation with anti-paxillin or anti-Shc antibody and analyzed by immunoblotting with anti-phosphotyrosine. (D)
Tyrosine phosphorylation of cytosolic tyrosine kinases. Celi lysates were subjected to immunoprecipitation with a specific
antibody to p125FAK, Pyk2, or Tyk2 and analyzed by immunoblotting with anti-phosphotyrosine. (Reproduced from The







Figure 2.4. Elevation of cAMP inhibits Ang Il-dependent activation of Iyk2 in aortic SMC. Quiescent rat aortic SMC
were pretreated for 45 min in the absence or presence of 10 M forskolin and then stimulated or not for 3 min with 10 nM












Figure. 2.5. Incubation with PKA inhibitors reverses the inhibitory effect of cAMP on Ang II-stimulated Tyk2
activity in aortic SMC. Quiescent rat aortic SMC were pre-incubated for 60 min with the PKA inhibitors Rp-cAMPS fRp,
100 pM) or H-89 (1 pM) prior to treatment with 1 pM PGEi for 30 min. The ceNs were then stimulated or not for 3 min










Figure 2.6. Proposed model of the cross-talk between cAMP and the JakISIAT pathway in vascular SMC. This
diagram summarizes various possibilities whereby elevation of intracellular cAMP levels may interfere with the activation
of Tyk2 kinase by the Ang Il AT; receptor. (1) PKA stimulates the activity of a protein tyrosine phosphatase which
dephosphorylates and inactivates Janus kinases. (2) PKA directly phosphorylates Tyk2, which prevents its subsequent
phosphorylation on activating tyrosine residues. (3) PKA downregulates the expression of Tyk2 protein. (4) cAMP inhibits
Tyk2 activation by a PKA-independent mechanism. These mechanisms are not mutually exclusive. Abbreviations: PGEi,
prostaglandin Ei; EP/IP, prostaglandin receptor; AR, adrenergic receptor; AC, adenylyl cyclase; PDE, cyclic nucleotide



















Chapitre 2. Rôle des petites proteines G de la famille Rho
dans l’activation de la voie JakISTAT par les GPCRs
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3.1 MISE EN SITUATION
Afin de mieux comprendre le mécanisme par lequel l’AMP cyclique inhibe l’activation des
Janus kinases par 1’Ang II, il est essentiel de comprendre le mécanisme d’activation des
Janus Kinases par les GPCRs. Les données recueillies à ce jour ont permis d’établir un
modèle d’activation de Jak2 par le récepteur AT1 qui ressemble beaucoup à celui proposé
pour les récepteurs des cytokines à l’exception de certains détails.
L’objectif du présent article était de définir les bases moléculaires de l’activation de la voie
JakISTAT par les récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques.
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© ABSTRACT
In common with cytokine receptors and receptor tyrosine kinases, G protein-coupled
receptors (GPCRs) signal to Janus kinases (Jaks) and signal transducers and activators of
transcription (STATs). However, the early biochemical events linking GPCRs to this
signalling pathway have been unclear. Here we show that GPCR-stimulated Rac activity and
the subsequent generation of reactive oxygen species are necessary for activating tyrosine
phosphorylation of Jaks and STAT-dependent transcription. The requirement for Rac
activity can be overcome by addition of hydrogen peroxide. Expression of activated mutants
of Rac 1 is sufficient to activate Jak2 and $TAT-dependent transcription, and the activation
of Jak2 correlates with the ability of Rad to bind to NADPH oxidase subunit p6710x. We
further show that GPCR agonists stimulate tyrosine phosphorylation of STAT1 and STAT3
proteins in a Rac-dependent manner. The tyrosine phosphorylation of STAT3 is biphasic;
the first peak of phosphorylation is weak and correlates with rapid activation of Jaks by
GPCRs, whereas the second peak is stronger and requires the synthesis of an autocrine
factor. Rho also plays an essential rote in the induction of STAT transcriptional activity. Our
resuits highlight a novel role for Rho GTPases in mediating the regulatory effects of GPCRs
on STAT-dependent gene expression.
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INTRODUCTION
Janus kinases (Jaks) are a small family of cytoplasmic tyrosine kinases that were initially
identified as essential components of interferon receptor signalling (30,56). It is now known
that ail cytokine receptors induce the tyrosine phosphorylation and activation of Jaks, and
that Jak activity is required for most cytokine responses. The Jak family consists of four
members: Jaki, Jak2 and Tyk2, which are expressed ubiquitously, and Jak3, which is
primarily found in hematopoietic ceils (30,73). Stimulation of cells with cytokines induces
receptor oligomerization and brings about the local aggregation of associated Jaks, resulting
in their activation by trans-phosphorylation. Activated Jaks in tum phosphoryiate the
receptor cytoplasmic tails on tyrosine, providing docking sites for recruitment of specific
signal transducers and activators of transcription (STATs) via their SH2 domain. Jaks then
phosphorylate the recruited STAT proteins on tyrosine, inducing their dimerization and
transiocation to the nucleus where they bind to target DNA sequences (12). The Jak!STAT
signalling pathway regulates a wide variety of biological responses, including deveiopment,
differentiation, celi proliferation and survival, immune response, and oncogenesis (32).
Other families of cell surface receptors also activate the Jaks and STATs. Early studies have
shown that the G protein-coupled receptor (GPCR) agonists thrombin and angiotensin II
(Ang II) stimuiate tyrosine phosphorylation of Jaks and STATs, and induce STAT DNA
binding activity in target ceils (7,42,53). These findings have now been substantiated and
extended to other members of the GPCR family (21,33,41,43,52,65,70). However, unlike
cytokine receptors, the cascade of events by which GPCRs activate the JakJSTAT pathway
remains poorly understood. It has been reported that Jak2 physically associates with the Ang
II AT receptor and STAT factors upon agonist binding (3,42). The interaction of Jaks with
chemokine receptors and with the platelet-activating factor receptor was also documented
(41,43,65). In the case ofthe AT1 receptor, the association ofJak2 appears to be dependent
on the motif YIPP present in the cytopiasmic tail of the receptor (3). However, this motif is
not conserved in any of the other GPCRs known to associate with Jaks, raising questions
about the significance of this observation. Available evidence indicates that Jak2 must be
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catalytically active to associate with the Ang II AI1 receptor and to recruit STATs to the
receptor (2,4). A kinase-inactive form of Jak2 with a mutation in sub-domain VIII fails to
associate with the receptor and to activate STAT1 following Ang II stimulation (2). These
observations imply that autophosphorylation of Jaks occurs prior to their recruitment to the
GPCR and is an obligatory step for subsequent signalling.
Recent work has implicated reactive oxygen species (ROS) in the activation of the
Jak!STAT pathway (55,60). ROS are produced in response to cytokines and growth factors,
and function as second messengers in rnany cellular responses (19). A major source ofROS
is the membrane-bound NADPH oxidase complex, which is present in phagocytic ceils and
in many other ceil types (5). The activity of the phagocyte NADPH oxidase is regulated by
the small GTPase Rac (8,9), suggesting that Rho family GTPases may contribute to the
activation ofthe Jak/STAT pathway.
Here we show using a combination ofbacterial toxins and dominant interfering mutants that
Rac activity is necessary for activation ofJaks and STATs by GPCRs. The activation ofJaks
is dependent on ROS generation and the requirement for Rac can be overcome by addition
of oxidants. Expression of an activated mutant of Rad is sufficient to activate Jak2 and
STAT-dependent transcription. Furthermore, we show that Rho is essential for
transcriptional activation of STATs by GPCR agonists, but does not contribute to Jak
activation or STAT tyrosine phosphorylation. These findings identify Rho GlPases as
components of a novel pathway that link GPCRs to activation of Jak/STAT signalling.
MATERIALS AND METHODS.
Reagents, antibodies and plasmids
Ang II was purchased from Hukabel Scientific. Thrombin, dithiothreitol, N-acetyl-L
cysteine, diphenylene iodonium (DPI), sodium orthovanadate and Actinomycin D (ActD)
were from Sigma-Aldrich. C. dfficile toxin B, C. botutinum C3 transferase and platelet
derived growth factor-BB (PDGF-BB) were from Calbiochem. The C. sordellii toxins LT82
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and L19048, Iota toxin and the fusion toxin Iota-C3 were purified as previously described
(50). Rabbit polyclonal antibodies to Jaki (sc-7228), Jak2 (sc-294), Tyk2 (sc-169), STAT1
(sc-346), STAT2 (sc-$39), STAT4 (sc-486), STAT5 (sc-836), STAT6 (sc-981), phospho
STAT 1 (Tyr7O 1) (sc-798$-R), phospho-STAT4(Ser72 1) (sc- 16317), phospho
STAT5a!b(Ser726) (sc-12893) were from Santa-Cruz Biotecbnology. Polyclonal antibodies
to phospho-Jaki (Tyri 022/Tyr 1023), phospho-Jak2 (Tyri 007/Tyrl 008) and phospho
STAT 1 (Ser727), anti-human IL-6 receptor neutralizing antibody, interferon-y (IFN-y) and
recombinant rat IL-6 were from BioSource International. Anti-phospho-Tyk2
(Tyrl 054/Tyrl 055), anti-phospho-STAT3 (Tyr705), anti-phospho-STAT3 (Ser727), anti
phospho-STAT5 (Tyr694) and anti-phospho-STAT6 (Tyr64 1) antibodies, anti-phospho
p44142 MAPK (Thr2O2ITyr2O4) monoclonal antibody (mAb) ElO and anti-STAT3 mAb
7D1 were from Celi Signalling Technology. The anti-Myc monoclonal antibody was
prepared in-house from 9E10 hybridoma producing ceils. The pGL3-2xIFP53GAS-luc
reporter plasmid was kindly provided by A. Koromilas (Lady Davis Research Institute) and
has been described (69). pEFBOS expression vectors encoding Jak2 and Jak2AVIII were
kind gifts of D. Wojchowski (Peimsylvania State University) (74). The C3 expression vector
pEF-Myc-C3 was a gift from R. Treisman (Imperial Cancer Research Fund Laboratories
(29)). The pRK5 expression vectors for Myc-tagged RhoAL63, RhoAN19, RaclL6l,
RaclNl7, Cdc42L6l, Cdc42Nl7 and effector ioop mutants of RaclL6l were generousÏy
provided by N. Lamarche (McGill University) and have been described elsewhere (39).
Bacterial expression plasmid for recombinant GST-Pakl fusion protein was kindly provided
by N. Lamarche.
Ceit culture and transfections
Rat vascular SMC were cultured and synchronised by serum starvation as described
previously (58). COS-7 cells were grown in Dulbecc&s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% foetal bovine serum. They were synchronised by incubation for 20-
24 h in sernm-free DMEM IHam’s F-12 medium containing 15 mM Hepes (pH 7.4), 0.1%
bovine serum albumin, and transferrin. HeLa celis were grown in MEM supplemented with
10% foetal bovine serum. Vascular SMC grown in 24-well plates were transiently
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transfected with expression piasmids using the FuGENE 6 transfection reagent (Roche
Moiecular Biochemicals). Sub-confluent COS-7 ceils cultured in 60-mm dishes were
transfected with a total of 6 jig of DNA using Lipofectamine reagent (Life Technologies).
Immunoblot analysîs
Ccli lysis and immunoblot analysis was performed as described previously (58).
Immunoblotting with phospho-specific antibodies was carried out according to the
manufacturer’ s specifications.
Reporter gene assays
For STAT-dependent reporter gene assays, vascular SMC seeded in 24-well plates were co
transfected with 500 ng ofpGL2x3IFP53-GAS-luc reporter construct, 300 ng ofpcDNA3.1-
His/LacZ, and various amounts of indicated constructs. The total DNA amount was kept
constant at 1.2 tg with empty vector. After 24 h, the ceils were serum-starved for 48 h and
stimulated with GPCR agonists for 24 h prior to harvest. for experiments with activated Rho
GTPases, the celis were harvested afler serum starvation for 1$ h. The celis were washed
with ice-cold PBS and scraped in 130 jil lysis buffer (50 mM Tris-HCÏ, pH 7.8, 1 mM
dithiothreitol, 1% Triton X-100). Luciferase activity (100 tl extract) was assayed by
addition of 100 tl luciferase buffer (125 mM Tris-HCI, pH 7.8, 25 mlvi MgCI2, 5 mM ATP)
and 100 ti luciferine solution (277 p.g/ml, 5 mM KH2PO4, pH 8) using the AutoLumat LB
953 (Berthoid). Transfection efficiency was normalised by measuring -ga1actosidase
activity using a spectrophotometric assay.
Small GTPase activation assays
The recombinant GST fusion protein of Paki (residues 5 6-272) was expressed in E. cou and
purified on glutathione-agarose beads as described (54). Vascular SMC were washed twice
with PBS and iysed in buffer G (25 mM Hepes, pH 7.5, 150 mM NaC1, 5% Igepal CA-630,
50 mlvi MgC12, 5 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM sodium orthovanadate, 10-4 M
phenylmethylsuifonyl fluoride, 10-6 M leupeptin, 10-6 M pepstatin A) for 30 min at 4°C.
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Total lysate proteins (600 tg) were incubated for 1 h at 4°C with 10 jig of GST-Pakl (for
Rac and Cdc42 assays) bound to glutathione-agarose beads in a total volume of 800 cl. The
beads were washed 3 times with lysis buffer, and the eluted proteins were resolved by SDS
gel electrophoresis. The amount of active GTP-Ïoaded small GTPase bound was analysed by
immunoblotting using the following primary antibodies: monoclonal anti-Rac antibody (1
jig m1’) and rabbit polyclonal anti-Cdc42 antibody (2 ig mf1) (Upstate Biotechnology).
RESULTS
Activation ofJakISTAT signaling by GPCRs in vascular smooth musc]e ceils.
We examined the ability of representative GPCRs to activate Jak family members in normal
rat vascular smooth muscle celis (SMC). The activation of Jaks was monitored by
immunoblotting with phospho-specific antibodies to the activation loop tyrosine residues
(18,20,73). Treatment of ceils with the GPCR agonists thrombin and Ang II resulted in the
rapid activation of Jaki, Jak2 and Tyk2 (Fig. lA). To determine whether thrombin and Ang
II stimulate STAT transcriptional activity, we used a specific STAT-responsive reporter
construct (pGL-2xIFP53GAS-luc) containing two copies of the interferon-y activating
sequence (GA$) element upstream of a J3-globin minimal promoter (69). As shown in Fig.
13, both GPCR agonists stimulated STAT-dependent transcription in VSMC, to an extent
comparable to EGF and PDGf-BB stimulation (data not shown). To evaluate the
contribution of Jak2 in mediating the activation of STATs by GPCRs, we co-transfected the
STAT-responsive luciferase reporter together with expression vectors for wild-type Jak2 or
a catalytically-inactive form of the kinase (Jak2AVIII) into vascular SMC. Expression of
wild-type Jak2 potentiated STAT activation by Ang II, whereas the Jak2 interfering mutant
completely abolished the effect of Ang II and thrombin (Fig. 1C). These observations




We next examined the regulation of individual STAT family members by GPCR agonists.
The activation of STATs was monitored by anti-phosphotyrosine immunoblotting of the
precipitated protein or by immunoblotting with phospho-specific antibodies to the C-
terminal tyrosine that mediates dimerization (23,26,28,59,68,72,73). Immunoblot analysis
with isoform-specific antibodies revealed that vascular SMC express ail members of the
STAT family (data not shown). Addition of Ang II induced the activating tyrosine
phosphorylation of STAT1 (Tyr7Ol) and STAT3 (Tyr705) in these celis (Fig. 2, A and B).
Aithough Ang II was previously reported to increase tyrosine phosphorylation of STAT2
(37), we were unable to detect its phosphorylation in vascular SMC, neither that of STAT4,
STAT5 or STAT6 (data flot shown). On the other hand, thrombin increased the tyrosine
phosphorylation of STAT3, but not of $TAT1 (fig. 2, A and B). Control experiments using
different cytokines and peroxyvanadate as stimuli confirmed that each individual STAT can
be activated in these ceils. Interestingly, we observed that the kinetics of STAT1 and STAT3
activation by GPCRs is different. Ang II-induced tyrosine phosphorylation of STAT1 has a
rapid onset and is maintained for at least 2 h after stimulation (fig. 2A). In contrast, GPCR
mediated tyrosine phosphorylation of STAT3 shows a biphasic profile. There is a rapid but
transient peak of phosphorylation that reaches a maximum between 3-6 min and retums to
basal levels by 15 mm, folÏowed by a second and stronger peak that appears at 60 min and
persists for at least 2 h (Fig. 2B). The extent of STAT3 activation by GPCR agonists was
comparable to that seen in response to EGF treatment (data flot shown).
In addition to their phosphorylation on activating tyrosines, certain STAT isoforms are also
reguiated by phosphorylation ofa C-terminal serine residue within the motif P-(M)-S-P (13).
The functional consequence of STAT serine phosphorylation remains controversial. In some
cases, mutation of this serine to alanine was found to reduce the transcriptional activity of
STATs, whereas other reports suggested that it contributes to full transcriptional activation
(13,3 8,67). We therefore examined the phosphorylation of these serine residues in STAT1
and STAT3 using phospho-specific antibodies. Treatment with Ang II rapidly increased the
phosphorylation of STAT1 on Ser727, which persisted during the 2 hours of stimulation
(Fig. 2A). Tbrombin also promoted Ser727 phosphorylation of STAT1, despite the fact that
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it does flot significantly affect tyrosine phosphorylation. Similarly, both agonists stimuÏated
phosphorylation ofSTAT3 on Ser727 with kinetics comparable to STAT1 (Fig. 2B).
Activation of Jaks by GPCRs is dependent on the generation of ROS
Recent studies have implicated ROS as integral components of the signalling mechanisms
leading to activation ofthe JakJSTAT pathway (55,60). 0f interest, the GPCR agonists Ang
II and thrombin have been shown to increase production of ROS via a membrane-bound
NADPH oxidase system present in vascular SMC (25,49). We therefore tested whether ROS
generation is an essential step in the activation of Jaks by GPCRs. Pre-treatment of vascular
SMC with the antioxidants N-acetyl-L-cysteine and dithiotreitol was found to markedly
inhibit Mg II-stimulated Jaki, Jak2 and Tyk2 activation (Fig. 3A). Incubation with DPI, a
potent inhibitor of flavin-containing enzymes, similarly prevented the activation of Jaks by
Ang II and thrombin (Fig. 33). This effect was specific, since DPI did not interfere with
IFN-y signaling (data not shown). One mechanism by which ROS may regulate protein
kinase activity is through reversibie inactivation of protein tyrosine phosphatases following
oxidation of their catalytic cysteine residue (14). This effect of ROS can be mimicked by
hydrogen peroxide (10,14). To test this idea, we exposed vascular SMC to H202 and
anaÏysed the activation state of Jaks. Addition of H202 caused a rapid and robust activation
of ail three Jak isoforms (Fig. 3C). Consistent with these observations, inhibition of protein
tyrosine phosphatase activity with vanadate also significantly increased Jaks activity (Fig.
3D). Together, these resuits suggest that ROS are both necessaiy and sufficient for
activation ofJaks upon stimulation ofvascuiar SMC by GPCRs.
SmaIJ GlPases of the Rho family are required for activation of the JakISTAT pathway
by GPCRs
Rho family GTPases are key components of signalling pathways that control cytoskeletal
organisation, celi proliferation, and gene expression (8,64). Notably, Rad has been
impiicated recently in the regulation of STAT3 transcriptional activity (17,61). The Rac
proteins are aiso known to regulate the catalytic activity of the NADPH oxidase complex
(8,9). Ail these observations prompted us to examine the role of Rho GTPases in the
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regulation ofthe Jak/STAT pathway. We used CÏostridium dfficite toxin B, a bacterial toxin
that selectively glucosylates Rho, Rac and Cdc42 GTPases, and inhibits their function by
preventing GTP binding (1,51). Incubation of vascular SMC with toxin B completely
blocked the activation of Jakl, Jak2 and Tyk2 in response to the GPCR agonists Ang II and
thrombin (Fig. 4A, left and middle columns). Importantly, treatment of celis with toxin B
did flot prevent the activation of Jak family members by H202 (Fig. 4A, right column). This
resuit is consistent with the idea that ROS act downstream of Rho GTPases.
Incubation with toxin B suppressed Ang II-induced tyrosine phosphorylation of STATI and
markedly attenuated its phosphorylation on Ser727 in vascular SMC (Fig. 4B). The toxin
also prevented GPCR-stimulated tyrosine phosphorylation of STAT3, but did not affect the
phosphorylation of the protein on $er727 (Fig. 4, C and D). We next evaluated the
consequences of inhibiting Rho GTPases function on the transcriptional activation of
STATs. As shown in Fig. 4E, incubation with toxin B completely suppressed the induction
of STAT-dependent transcription by GPCR agonists. Bacterial toxins interfering with small
GTPases are known to provoke dramatic changes in ceil morphology (51). To ascertain that
C. difficile toxin B was working effectively, we aiways tested its effect on the morphology
of vascular SMC. As expected, incubation with C. dfficile toxin B caused dramatic changes
in morphology leading to celi rounding and appearance of retraction filaments (Fig. 4F).
However, under these conditions, toxin B had no effect on the activation of ERK1/2
mitogen-activated protein (MAP) kinases by Ang II and thrombin (Fig. 4G). Furthermore,
incubation with the bacterial toxin did not interfere with IFN-y-stimulated Jakl activation or
STAT1 tyrosine phosphorylation (Fig. 4H), confirming the specificity ofits effect on GPCR
signaling. Taken together, these data suggest that small GlPases of the Rho family are
necessary for activating phosphorylation of Jak and STAT isoforms, and for the resulting
induction of STAT-dependent transcription in response to GPCR engagement.
Rho is required for transcriptional activation of STATs by GPCRs
We next attempted to define the specific roles of Rho, Rac and Cdc42 in mediating the
activation of Jak/STAT signalling by GPCRs. Since individual Jak family members appear
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to be similarly regulated by GPCRs and Rho GTPases, and because of the essential role of
Jak2 in the transcriptional activation of STATs, we only monitored the activity of Jak2 in
subsequent experiments. It bas been previously reported that stimulation of vascular SMC
with Ang II or thrombin activates Rho (57,71). To evaluate the specific contribution of Rho
proteins in Jak2 regulation we used Clostridium botulinium C3 transferase which ADP
ribosylates Rho at Asn-41 and inhibits its transiocation to the membrane (1,51). Incubation
of vascular SMC with C3 transferase failed to prevent Jak2 activation by GPCR agonists,
whereas under similar experimental conditions exposure to toxin B completely abolished
enzyme activity (Fig. 5A). To confirm these resuits, we used a fusion Iota-C3 toxin made by
combining the binding subunit for Iota toxin (lb) with a chimeric Ia-C3 transferase. This
fusion toxin only exhibits C3 enzymatic activity and is intemalized more rapidly and
efficiently into celis via the lb binding protein (51). We found that neither lb alone, Iota
toxin (la plus lb) or Iota-C3 fusion toxin affected Jak2 activation by Ang II or thrombin
(Fig. 5B). Incubation with Iota-C3 toxin also failed to inhibit GPCR-stimulated tyrosine
phosphorylation or Ser727 phosphorylation ofSTAT1 and STAT3 (Fig. 5, C, D and E).
Surprisingly, incubation of vascular SMC with C3 transferase or Iota-C3 fusion protein
blocked the induction of STAT-dependent transcription in response to both GPCR agonists
(Fig. 5F). Consistent with this resuit, transfection of a dominant-negative mutant of Rho
isoforms, RhoAN19, or Myc-tagged C3 transferase together with the STAT-dependent
reporter completely abolished the transcriptional activation of STATs by GPCRs (Fig. 5, G
and H). In contrast, incubation ofcells with Iota-C3 toxin or expression ofRhoANI9 failed
to inhibit STAT transcriptional activation induced by IFNy (Fig. 5, I and J). These resuits
provide strong evidence for the specific involvement of Rho in the transcriptional activation
of STATs by GPCRs.
Rac is required for activation ofJaks and STATs by GPCRs
The observation that toxin B but flot C3 transferase inhibits activation ofJak2 and STAT1/3
by GPCRs point at the involvement of Rac and/or Cdc42 in this process. To address this
hypothesis, we first determined whether GPCR agonists could activate Rac and Cdc42 in
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vascular SMC. Stimulation with Ang II or thrombin caused a significant increase in GTP
loading of Rac, as measured by association of the GTPase to the CRTB (Cdc42/Rac-
interactive binding) domain of Pakl (Fig. 6A). However, we were flot able to detect any
significant activation of Cdc42, which is weli expressed in vascular SMC (Fig. 6B). Control
experiments with GTPyS confirmed that the Cdc42 assay, is working effectiveiy.
We then expioited the use of two other bacterial toxins to examine the contribution of Rac
and Cdc42 in signalling to Jaks. Lethai toxin (LT) from Clostridium sordellii strain 82
(LT82) giucosylates and inactivates Rac, Ras, Rap, Rai, and to a iesser extent R-Ras
proteins, whereas LT from strain 904$ inactivates Rac, Cdc42, Ras, and weakiy Rap and R-
Ras proteins (1,16,5 1). Exposure of vascuiar SMC to either LT82 or LT9048 completeiy
suppressed the activating tyrosine phosphorylation of Jak2 (fig. 7A) and STAT1/3 (fig. 7,
B, C and D) upon stimulation with Ang II or thrombin. The two toxins also abrogated the
stimuiatoiy effect of GPCRs on Ser727 phosphoryiation ofSTAT1 and STAT3 (Fig. 7, B, C
and D). We next tested the effect of the toxins on STAT transcriptional activity. Incubation
of ceils with low concentrations of LT82 and LT9048 markediy reduced the induction of
STAT-dependent transcription by GPCR agonists (Fig. 7E). The resuits with the bacteriai
toxins are summarized in Table 1. To confirm the involvement of Rac and Cdc42, we co
transfected the STAT-dependent reporter together with dominant-negative mutants of Rad
and Cdc42 in vascular SMC. Expression of RaclNl7 or Cdc42Nl7 completely blocked the
stimuiatory effect of GPCR agonists on STAT-dependent transcription (Fig. 7F). However,
the finding that both Rad and Cdc42 interfering mutants block STAT activity should be
interpreted with caution, since the guanine nucleotide exchange factors that are inactivated
by these mutants may regulate both Rac and Cdc42 isoforms (34,64).
As observed with C. dfficile toxin B, the lethal toxins induced profound morphoiogical
changes in vascular SMC (Fig. 7G). However, incubation with the toxins had no effect on
PDGF-BB-induced tyrosine phosphoryiation of the PDGF receptor and of other downstream
effectors (data not shown). Furthermore, the lethai toxins did not interfere with the
stimuiatory effect of IfN-y on Jakl and STAT1 tyrosine phosphorylation (Fig. 7H) or
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STAT-dependent transcription (Fig. 71), confirming their specificity. $imilarly,
overexpression of RaclNl7 and Cdc42Nl7 failed to inhibit IFNy-induced STAT-driven
transcription (Fig. 7J). We conclude from these resuits that Rac (and possibly Cdc42) is
required for activation of Jaks and induction of STAT-dependent transcription by GPCRs.
Activation ofJak2 and STAT-dependent transcription by Rac and Rho
The resuits presented above indicate that Rho GTPases are essential components of the
pathway linking GPCRs to the activation of Jaks and $TATs. We next wished to determine
whether activation of Rho family members is sufficient to modulate Jak/STAT signalling.
For these experiments, COS-7 celis were co-transfected with Jak2 and expression vectors
encoding activated forms of RhoA, Rad or Cdc42, and the activating phosphorylation of
Jak2 was analyzed by immunoblotting. Expression of active RhoAL63 had littie effect on
Jak2 phosphorylation, whereas the activated RaclL6Ï and Cdc42L6l proteins markedly
increased Jak2 activity (Fig. sA). We also evaluated the effect of Rho GTPases on STAT
activity in vascular SMC. Expression of increasing amounts of ail three activated GTPases
was found to significantly induce STAT-dependent transcription in serum-starved ceils (Fig.
8B).
b further dissect the molecular mechanisms underlying the action of Rac on the Jak/STAT
pathway, we analyzed the effect of effector ioop mutants of Rad on the activity of Jak2.
Introduction of the Y4OC mutation into the effector ioop of Rac disrupts its interaction with
CRIB-containing proteins, such as Pak and WASP, but does not interfere with binding to
NADPH oxidase subunit 67th0x or ROK. The F37A mutation blocks ROK interaction,
while the Y4OK inhibits the interaction of Rac with Pak and p67Ph10( but not with ROK (39)
(Fig. 9A). Expression of Y4OC- or F37A-substituted RaclL6l in COS-7 celis significantly
enhanced Jak2 tyrosine phosphorylation (Fig. 9A). In contrast, the Y4OK mutant, which bas
lost interaction with p670x, was no longer able to activate Jak2. Consistent with the idea
that Rac mediates GPCR-induced production of ROS, which in tum activate Jaks, we found
that incubation of transfected COS-7 cells with dithiothreitol (Fig. 9B) or DPI (Fig. 9C)Q prevented Jak2 activation by Rac 1Q61 L. These resuits provide additional support for the
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idea that Rac regulates the JakJSTAT pathway through activation of the NADPH oxidase
and production ofROS.
Sustained activation of STAT3 by GPCRs requires synthesis of an autocrine factor
It has been recently suggested that Rad induces STAT3 activation by an indirect
mechanism involving the autocrine production and action of IL-6 (17). In their study, the
authors also observed that Rac 1 -mediated activation of STAT3 is sensitive to SOCS3
(suppressor of cytokine signaling-3), a known inhibitor of gpl3O signaling (46). In the
present study, we found that GPCR agonists activate STAT3 in a biphasic manner. The first
peak of activation is weak and transient, and correlates with the activation of Jaks by
GPCRs. In contrast, the second peak of activation is stronger and sustained, suggesting a
possible requirement for the synthesis of an autocrine factor. b test this hypothesis, we first
examined the effect of the transcriptional inhibitor ActD on GPCR-induced STAT3 tyrosine
phosphorylation. Pre-treatment of vascular SMC with ActD completely abolished the fate
peak of STAT3 activation, but flot the first peak (Fig. 1 OA). This resuit is consistent with the
idea that long term activation of STAT3 is dependent on synthesis of a novef ligand and/or
receptor.
Thrombin and Ang II were previously reported to induce IL-6 expression in vascular SMC
(27,55,63). To verify the possibility that IL-6 mediates the Iong-term activation of STAT3
through an autocrine loop, we tested the effect of a neutralizing antibody to the human IL-6
receptor. The antibody did not affect stimulation of STAT3 tyrosine phosphorylation by
either Ang II or thrombin (fig. lOB). However, these findings should be interpreted with
caution, since the neutralizing antibody may flot recognize the rat IL-6 receptor. IL-6 also
failed to activate STAT3 in vascular SMC, indicating that the concentration of receptor is
limiting (data not shown). We next asked whether the IL-6 receptor neutralizing antibody
could inhibit thrombin-induced STAT3 activation in a human celi une. The antibody
effectively abolished the activation of STAT3 by thrombin in HeLa celis (Fig. IOC).
However, IL-6 only weakly activated STAT3 in these cells. Together, our findings strongly
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suggest that late and sustained activation of STAT3 by GPCRs is dependent on the autocrine
production of a ligand by a Rac-dependent mechanism. IL-6 appears as a likely candidate.
DISCUSSION
In common with cytokine receptors, agonist stimulation of GPCRs resuits in tyrosine
phosphorylation and activation of Jak and STAT family members. To date, several different
GPCRs have been reported to activate the Jak/STAT pathway (7,21,33,41-43,52,53,65,70).
However, the mechanism by which GPCRs activate this signaling pathway remains largely
unknown. Here, we demonstrate for the first time that the small GTPases Rho and Rac are
required for transcriptional activation of STATs by GPCRs. Previous studies have shown
that Rho is activated by a wide variety of GPCR agonists, including Ang II and thrombin in
vascular SMC (57,71). Although much less is known about the regulation ofRac and Cdc42
by this receptor family, agonists like iMet-Leu-Phe or sphingosine-1-phosphate have been
shown to activate Rac and Cdc42 in their target cells (6,48). In this study, we observed that
Ang II and tbrombin increase GTP Ïoading of Rac, but flot Cdc42, in vascular SMC.
Inhibition of Rac function with toxin B and lethal toxins, or by expression of dominant
negative Rad protein, was found to suppress the activating phosphorylation of Jaks and
STATs, and the induction of $TAT-dependent transcription in response to GPCRs.
Consistent with findings by others (17,61), expression of activated Rad was sufficient to
enhance the phosphorylation of Jaks and the transcriptional activity of STATs. We also
showed that blocking the function of endogenous Rho with C3 transferase or dominant
negative RhoA prevents the transcriptional activation of STATs by GPCR agonists, without
interfering with Jak activity or STAT phosphorylation. Collectively, our resuits lead to a
working model in which the small GTPases Rac and Rho act in concert to mediate the
regulatory effects of GPCRs on STAT-dependent gene expression (Fig. 11). While activated
Rad and RhoA can signal independently, both are necessary for maximal transcriptional
activation of STATs.
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In addition to its well-described action on the actin cytoskeleton, Rac is also a known
regulator of the NADPH oxidase, a multi-subunit enzyme complex of phagocytic ceils that
catalyses the production of superoxide (5,8,9). Rac interacts with cytochrome b to regulate
the initial transfer of electrons from NADPH to FAD, and binds to the p6710x subunit to
induce the subsequent electron transfer to molecular oxygen (15). Similar NADPH oxidase
like enzymes have been found in a variety of celis of mesodermal origin, including vascular
SMC, and Rac has been implicated in the generation of ROS by growth factors and
cytokines in these celis (5,62). The resuits presented here suggest the existence of a linear
signaling pathway Rac-NADPH oxidase-ROS that links GPCRs to Jak activation in vascular
SMC (Fig. 11). This model is supported by the following observations: (i) GPCR agonists
activate Rac in vascular SMC and Rac is both necessary and sufficient for Jak activation. (ii)
Treatment with antioxidants or with the NADPH oxidase inhibitor DPI inhibits Jak
activation by GPCR agonists and also by activated Rad. (iii) Exposure to H202 activates the
three Jak isoforms expressed in vascular SMC and by-passes the requirement for Rac
activity. (iv) The effector ioop mutation Y4OK in the activated form of Rac 1 tRac 1 L6 1-
Y4OK), which prevents the interaction of Rac with p671b0x, is also unable to activate Jak2. It
is noteworthy that many GPCRs known to activate the Jak!STAT pathway have also been
shown to induce the formation of ROS, in addition to the receptors for Ang II and thrombin,
these include the platelet-activating factor, bradykinin, aiphal -adrenergic, and endothelin- 1
receptors (22,24,47,66). The pathway described here appears specific to GPCR signaling,
since activation of Jakl by the cytokine IFNy was not influenced by inhibition of Rac or the
NADPH oxidase.
The exact mechanism by which ROS production leads to activating phosphorylation of Jaks
remains to be clarified, but one likely possibility is through inhibition of tyrosine
phosphatase activity. Early reports have shown that treatment of celis with oxidants or SH
aikylating agents induces rapid tyrosine phosphorylation of numerous receptor tyrosine
kinases, by preventing their dephosphorylation by tyrosine phosphatases (36). This occurs
by reversible oxidation of a redox-sensitive cysteine residue present in the active site of
these enzymes (10,11,14,40). Interestingly, among the tyrosine phosphatases shown to be
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inactivated by oxidants are PTP-1B (40) and SHP-1 (11), two enzymes that were also found
to negatively regulate Jak/STAT signalling (31,45). Thus, the generation of ROS may
transiently inactivate tyrosine phosphatases and switch the equilibrium towards
autophosphorylation of Jak tyrosine kinases. In support of this idea, we observed that
addition of vanadate rapidly increases activating tyrosine phosphorylation of Jak family
members in vascular $MC.
Our study also revealed that Rho is required for maximal transcriptional activation of
STATs by GPCRs. This action of Rho is specific, since incubation of ceils with Iota-C3
toxin or expression ofRhoANl9 failed to inhibit STAT transcriptional activation induced by
the cytokine IFNy. However, Rho activity is dispensable for Jak activation, and for
activating tyrosine phosphorylation or Ser727 phosphorylation of STAT1/3 by GPCR
agonists. We also observed that a dominant-negative RhoA mutant does flot block STAT
dependent transcription induced by activated RaclL6l, indicating that RhoA is flot
downstrearn of Rac (data not shown). Additional studies are clearly warranted to establish
the precise mechanism by which Rho regulates STAT transcriptional activity.
Another important finding of this study was the observation that GPCR agonists stimulate
tyrosine phosphorylation of STAT3 in a biphasic manner. A rapid but transient peak of
tyrosine phosphorylation is followed by a much stronger and sustained phase of activation.
The first peak correlates well with the transient activation of Jaks by GPCRs. Both the early
and late activation phases of STAT3 are dependent on Rac (and possibly Cdc42) activity.
The rapid activation of STAT3 by Ang II was previously reported to be sensitive to
inhibition of NADPH oxidase (55). In contrast, we found that late activation of STAT3 is
not significantly inhibited by DPI in vascular SMC (data not shown). These resuits suggest
that long term activation of STAT3 may involve an effector of Rac distinct from the
NADPH oxidase complex. We also provide evidence of the involvement of an autocrine
factor in mediating the late effects of GPCRs on STAT3. One likely candidate for this factor
is the cytokine IL-6. Previous work has shown that Rad induces STAT3 activation through
the production and autocrine action of IL-6 in HeLa cells (17). In agreement with these
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findings, a neutralizing IL-6 receptor antibody abolished the stimulatory effect of thrombin
on late activation of STAT3 in HeLa ceils. The IL-6 receptor antibody failed to inhibit
GPCR-mediated STAT3 activation in vascular SMC, but this may be explained by the fact
that the antibody is raised against the human form. We did flot detect any effect of IL-6 on
STAT3 in vascular SMC, indicating that expression of the receptor is probably limiting.
Indeed, the mRNAs for the IL-6 receptor and gpl3O subunits were flot detected in vascular
SMC (35,44). However, it is stiil possible that GPCR activation stimulate the production of
both IL-6 and its receptor. Consistent with this idea, Faruki et al. showed that expression of
RacVl2 induces the expression ofboth IL-6 and IL-6 receptor in HeLa cells (17).
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Figure 3.1. GPCR agonists stimulate ]ak activity and STAT-dependent transcription in vascular SMC. A, Quiescent
rat vascular SMC were stimulated or flot (Control) with thrombin (1 U/ml) or Ang 11(100 nM) for 3 min. The activation cf
Jaks was monitored by immunoblotting cf total lysate proteins with phospho-specific antibodies to activation loop tyrosine
residues. Expression levels cf Jaki, Jak2 and Tyk2 were analysed by reprobing the membrane with isoform-specific
antibodies. B, Vascular SMC were transfected with pGL-2xIFP53GAS-luc reporter plasmid. After 24 h, the cells were
serum-starved 48 h and stimulated with Ang Il or thrombin for 24 h. The activity cf luciferase was measured and normalized
to 3-galactosidase. C, Vascular SMC were transfected with the pGL-2xIFP53GAS-luc reporter together with 500 ng cf
pcDNA3, pEF-BOS-]ak2 or pEF-BOS-JAk2AVIII. Serum-starved cells were stimulated with Ang II or thrombin, and
luciferase activity was measured. The luciferase data are presented as fold increase over unstimulated control and
O represent the mean +I SE cf triplicate determinations. Resuits in A are representative cf f ive experiments. Results in Band C are representative cf three independent experiments.
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Figure 3.2. GPCRs stimulate tyrosine and serine phosphorylation of STAT1 and STAT3 in vascular SMC. Quiescent
vascular SMC were stimulated with thrombin or Ang Il for the indicated times. The activation cf STAI1 (A) and STAT3 (B)
was monitored by immunobloffing cf total lysate proteins with phospho-specific antibodies te the C-terminal tyrosine of
STAT1 (Tyr7Ol) and STAT3 (Tyr705). Serine phosphorylation cf STAT1 and STAT3 was monitored by immunobloffing with
phospho-specific antibodies to Ser727. Ihe expression levels cf STATs 1 and 3 were analyzed by reprcbing the membrane
with isofcrm-specific antibodies. Results presented are representative cf three experiments.
Lysate
__








Time (mm) 0 3 6 15 30 60 120 0 3 6 15 30 60120
o= = +




































Figure 3.3. Activation of Jaks by GPCRs is dependent on the production of ROS. A, Quiescent vascular SMC were
pre-treated or flot for 30 min with the antioxidants N-acetyl-L-cysteine (NAC; 30 mM) or dithiothreitol (DU; 30 mM), and
then stimulated with Ang Il for 3 min. B, Quiescent celis were pre-treated or not for 1 h with the NADPH oxidase inhibitor
DPI (10 j.tM) and stimulated with Ang II or thrombin for 3 min. C, Quiescent celis were incubated with 250 aM H202 for the
indicated times. D, Quiescent celis were incubated with 500 j.tM vanadate for the indicated times. The activation of Jaks
was monitored by immunoblotting of total lysate proteins with phospho-specific antibodies to activating tyrosine residues.
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Figure 3.4. Rho GiPases are required for activation of the Jak!STAT pathway by GPCRs, A to D, Quiescent vascular
SMC were pre-treated or flot for 3 h with C. difficile toxin B (5 ng/mI), and then stimulated with Ang II, thrombin or H202 for
the indicated times. The activation of Jaks (A), STAT1 tB) and STAT3 (C and D) was monitored by immunoblotting of tota’
lysate proteins with phospho-specific antibodies to activating tyrosine residues. Ser727 phosphorylation of SIAT1/3 was
assessed by immunoblotting with phospho-specific antibodies (B, C and D). E, Vascular SMC were transfected with pGL
2xIFP53GAS-Iuc reporter plasmid. Serum-starved ceils were pre-treated or not for 6 h with toxin B (0.5 ng/mI), and then
stimulated with Ang II or thrombin for 24 h. The activity of luciferase was measured and normalized to 3-gaIactosidase.
Data are expressed as fold increase over unstimulated control and represent the mean +I SE of triplicate determinations.
Resuhs in A to E are representative of three independent experiments. F, Phase contrast micrographs showing the effect
of toxin B on the morphology of vascular SMC. G, Quiescent celis were pre-treated or flot with toxin B, and then stimulated
with Ang II or thrombin for 5 min. The activating phosphorylation of Erkl/Erk2 was monitored by immunoblotting of lysate
proteins with a phospho-specific antibody. H, Quiescent vascular SMC were pre-treated or flot with toxin B, and then
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Figure 3.5. Rho is necessary for the transcriptional activation of STATs by GPCRs.
A, Quiescent vascular SMC were pre-treated or flot for 3 h with C. difficile toxin B (5 ng/mI) or for 48 h with C. botulinum C3
transferase (20 tg/mI). B, Quiescent celis were pre-treated or flot for 24 h with Iota toxin subunit lb (7 tg/ml), Iota toxin (la
and lb) (7 ig/mI of each subunit) or Iota-C3 fusion protein (7 ig/mI of Ia-C3 and lb). The celis were then stimulated with
Ang Il or thrombin for 3 min. The activation of Jak2 was monitored by immunoblotting of lysate proteins with a phospho
specific antibody to activating tyrosine residues. C to E, Quiescent celis were pre-treated or not for 24 h with lota-C3 fusion
protein, and then stimulated with Ang Il or thrombin for the indicated times. Ihe activation and serine phosphorylation of
STAT1 (C) and STAT3 (D and E) were monitored by immunoblotting with phospho-specific antibodies.
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Figure 3.5. (continued) F, Vascular SMC were transfected with pGL-2xIFP53GAS-luc reporter plasmid. Serum-starved
celis were pre-treated or flot for 48 h with C3 transferase (10 j.g/mI) or for 6 h with Iota-C3 fusion toxin, and then stimulated
with Ang II or thrombin for 24 h. The activity of luciferase was measured and normalised to t3-galactosidase. G and H,
Vascular SMC were transfected with the pGL-2xIFP53GAS-Iuc reporter together with 500 ng ot pEF-Myc-C3 transferase
(G) or pRK5-MycRhoANl9 (H). Serum-starved ceils were stimulated with Ang II or thrombin for 24 h, and luciferase activity
was measured. Luciferase data are presented as folU increase over unstimulated control and represent the mean +1- SE of
triplicate determinations. Resuits in A to H are representative of three independent experiments. I, Vascular SMC were
transfected with pGL-2xIFP53GAS-Iuc reporter plasmid. Serum-starved ceils were pre-treated or not with Iota-C3 fusion
toxin, and then stimulated with IFN[ for 6 h. The activity of luciferase was measured and normalised to -galactosidase. J,
Vascular SMC were transfected with the GAS reporter together with 500 ng of pRK5-MycRhoANl9. Serum-starved celis
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Figure 3.6. GPCR agonists activate Rac but flot Cdc42 in vascuiar SMC. A and B, Quiescent vascular SMC were
stimulated with Ang II or thrombin for the times indicated. The activity of Rad (A) and Cdc42 (B) was determined by
measuring the amount of GTP-Ioaded protein bound to GST-Pak as described in Methods. Control assays were carried out
O by incubating lysates cf unstimulated ceNs with either GTP-yS (positive control) or GDP (negative contro
l) for 15 min at 25°C
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Figure 3.7. Role of Rac and Cdc42 in Jak2 activation and induction of STAT-dependent transcription by GPCRs. A,
Quiescent vascular SMC were pre-treated or flot for 4 h with C. sordelili LT82 (5 tg/mI) or LT9048 (5 igImI), and then
stimulated with thrombin or Ang Il fot 3 min. The activation of ]ak2 was monitored by immunoblotting of lysate proteins with
a phospho-specific antibody. B to D, Quiescent ceils were pre-treated or flot for 4 h with LT82 or LT9048, and then
stimuated with Ang Il or thrombin for the indicated times. The activation and serine phosphorylation of SIAT1 (B) and
STAT3 (C and D) were monitored by immunobloffing with phospho-specific antibodies.
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Figure 3.7. (continued) E, Vascular SMC were transfected with pGL-2xIFP53GAS-Iuc reporter plasmid. Serum-starved
celis were pre-treated or flot for 4 h with LT82 or LT9048, and then stimulated with Ang II or thrombin for 24 h. The activity
of Iuciferase was measured and normalized to Ç3-galactosidase. F, Vascular SMC were transtected with the pGL
2xIFP53GAS-Iuc reporter together with 500 ng of pRK5-MycRaclNi7 or pRK5-MycCdc42Ni7. Serum-starved celis were
stimuiated with Ang H or thrombin, and luciferase activity was measured. Luciferase data are presented as fold increase
over unstimulated contro and represent the mean +1- SE of triplicate determinations. Resuits in A to F are representative of
three independent experiments. G, Phase contrast micrographs showing the effects of LT82 and LT9048 on the
morphology of vascular SMC. H, Quiescent celis were pre-treated or flot with LT82 or LT9048, and then stimulated with
IFNy for 15 min. The activation of Jaki and STAT1 was monitored as described above. I, Vascular SMC were transfected
with the GAS reporter, and treated or not with LT82 or LT9048. Serum-starved celis were then stimulated with IFNy for 6 h,
and luciferase activity was measured. J, Vascular SMC were transfected with the GAS reporter together with 500 ng of
pRK5-MycRacl Ni 7 or pRK5-Cdc42Nl 7. Serum-starved celis were stimulated with IFNy for 6 h, and luciferase activity was
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Figure 3.8. Activation of Jak2 and STAT-dependent transcription by Rho GTPases. A, COS-7 cells were transfected
with pEF-BOS-Jak2 (250 ng) together with 250 ng of pRK5-MycRhoAL63 (left panel), pRK5-MycRacl L61 (middle panel) or
pRK5-MycCdc42L6l (right panel). The cells were serum-starved for 24 h and the activation of Jak2 was monitored by
immunobloffing of total lysate proteins with a phospho-specific antibody to activating tyrosine residues. Expression level of
Jak2 and Rho GTPases was analyzed by immunoblotting with anti-Jak2 and anti-Myc antibodies, respectively. B, Vascular
SMC were transfected with the pGL-2xIFP5SGAS-luc reporter together with increasing amounts (from 50 to 400 ng) of
pRK5-MycRhoAL63, pRK5-MycRaclL6l or pRK5-MycCdc42L6l. The cells were serum-starved for 18 h and luciferase






































Figure 3.9. Effect of Rad effector ioop mutants on Jak2 activity. A, COS-7 celis were transfected with pEF-BOS-Jak2
(100 ng) together with 250 ng of the indicated mutants of Rad. The ceils were serum-starved for 24 h and the activation cf
Jak2 was monitored by immunoblotting with a phospho-specific antibody. Expression levels of Jak2 and Rac were
analyzed by immunoblotting with anti-Jak2 and anti-Myc antibodies, respectively. B and C, As in (A), except that COS-7













































































Figure 3.10. Evidence that late phase activation of STAT3 is mediated by an autocrine tactor. A, Vascular SMC were
treated or flot with ActD (5 ig/ml) for 60 mm, and then stimulated with Ang II or thrombin for the times indicated. Activation
of STAT3 was monitored by immunoblotting of lysate proteins with a phospho-specific antibody. B, Quiescent vascular
SMC were incubated for 60 min in the absence or presence of a neutralizing antibody to IL-6 receptor, prior to stimulation
with Ang Il or thrombin. Activation of STAT3 was monitored as above. C, Growth-arrested HeLa ceils were incubated or not
with the IL-6 receptor antibody, and then stimulated with thrombin for 2 h. Activation of STAT3 was monitored as above.
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Figure 3.11. Proposed model for the role of Rho GlPases in the regulation of Jak activation and STAT-dependent
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Chapitre 3. Inhibition de Rac par 1’AMP cyclique:
impact sur la morphologie des cellules musculaires lisses




4.1. MISE EN SITUATION
La poursuite des travaux visant la caractérisation des effets négatifs de I’AMP cyclique sur
l’activation des Jaks a conduit à des résultats difficilement interprétables. Cependant,
certaines observations ont mené à une explication tangible permettant d’expliquer à la fois
l’action anti-proliférative, anti-hypertrophique et anti-migratoire de l’AMP cyclique ainsi
que l’inhibition de l’activation des Janus kinases par l’Ang II.
L’élévation d’AMP cyclique dans les VSMCs conduit à des changements morphologiques
majeurs nommés arbirization, stellation ou bien encore le phenotype de l’AMP cyclique
(cAMP phenotype). Ces changements morphologiques sont caractérisés par un désordre
dans l’organisation des filaments d’actine, la perte des points d’adhésion focaux et la
formation de minuscules anneaux d’actine filamenteuse. Comme les petites protéines G de
la famille Rho sont fréquemment responsables de l’organisation de l’Actine et l’activation
de la voie Jak!STAT par l’Ang II et la thrombine, nous avons émis l’hypothèse que Rac
pourrait être inhibé en réponse à l’élévation d’AMP cyclique. Nous avons démontré que
l’inhibition de la petite protéine G Rac par l’utilisation de toxines bactériennes et de cDNA
encodants une forme dominante-négative conduit également à la stellation des VSMCs. À
l’inverse, l’introduction de forme active de Rad dans les VSMCs renverse les effets de
l’AMP cyclique sur la stellation et la formation d’anneaux d’actine. Finalement, nous
avons démontré que la capacité de Rac à outrepasser les effet de l’AMP cyclique réside
dans la capacité de cette petite protéine G à activer la Rho-kinase. Ces résultats font
ressortir deux points majeurs : 1) l’AMP cyclique inhibe l’action de Rac et permet ainsi
d’expliquer l’effet inhibiteur de l’AMP cyclique sur la croissance et la migration dans
lesquelles Rac joue un rôle prépondérant et 2) de mettre en évidence, pour la première fois
in vivo, que Rac peut conduire à l’activation de la Rho-kinase et que cette dernière
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Cyclic AMP signaling regulates a vast array of signaling pathways leading to numerous,
and sometimes opposite, phenomena in various celi types. In vascular smooth muscle celis
(SMCs) these include inhibition of ceil growth and migration as well as inhibition
ofcontraction. cAMP elevating agents also induce profound morphological changes referred
to as “ the cAMP phenotype”, stellation or arborization. We show here that arborization of
vascular SMCs is associated with disruption of actin bundies and loss of focal adhesion
contacts. We did gain information about the molecular basis underlying these
morphological changes in vascular SMCs using various bacterial toxins and dominant
negative mutants of the Rho family GlPases. Similarly to cAMP, inhibition of Rac
function induces the “cAMP phenotype” in vascular SMCs. In counterpart, ectopic
expression of an activated mutant of Rad (RaclL6l) impairs forskolin-induced cAMP
phenotype. Together, these observations suggest that cAMP elevating agents inhibited Rac
function at the level of Rac or upstream to Rac activation rather than by inhibiting
downstream effectors of the $mall GTPase. Consistent with this finding, pre-treatment of
the vascular SMCs with Forskolin prevented Ang II-induced GTP loading of Rac. We also
found that the ability of Rac to counteract the cAMP phenotype resides in its ability to
activate the pi 60ROCK (ROCK) since an active mutant of Rac 1, which no longer activate the
Rho-kinase (RacIL61A37), failed to impair forskolin-induced cAMP phenotype.
Consistent with this finding, inhibition of ROCK activity by Y-27632 also induces
stellation of vascular $MCs. Taken together, these resuits indicate that cAMP elevating
agents induce profound morphological changes in vascular SMCs by inhibiting basal
Rac/ROCK signaling. Furthermore, inhibition of Rac/ROCK signaling pathway in vascular





Cyclic AMP (cAIVIP) is a ubiquitous second messenger that is synthesiszed in ceils
by adenylyl cyclases (AC) in response to various stimuli. It 5 110W well established that
cAMP signaling regulates a vast array of cellular processes. Depending on the cellular
origin and the Differentiation state of the celis, cAMP is found to cause either growth
inhibition or growth stimulation. For example, elevation of intracellular cAMP stimulates
the proliferation of thyrocytes, keratinocytes, epithelial celis, hepathocytes, and Swiss 3T3
celis; in contrast, it inhibits ceil proliferation in fibroblasts, SMCs, lymphoid celis, and
many tumorous celis (Pastan et al., 1975;Dumont et aï., 1989;Taylor et aï., 1990;Assender
et aï., 1992;Indolfi et al., 1997). In addition to its effect on cell proliferation, cAMP
signaling can also partially reverse the phenotype of transformed fibroblasts as well as
other cancer cells.
cAMP signaling not only affects ce!! growth and migration but also impairs smooth
muscle cell contraction. To date, the mechanism whereby cAMP inhibits smooth muscle
contraction is through the activation of the cAMP-dependent kinase (PKA), which in tum
phosphorylates the Myosin Light Chain Kinase (MLCK) thus reducing its activity. MLCK
is one of the key components of the smooth muscle contractile apparatus. This enzyme
catalyzes the phosphorylation of the light chain of the myosin. In its phosphorylated form
the myosin interacts with actin to produce contraction (Adelstein, 1983). Growing body of
evidence also argues in favour that actin polymerization and the integrity of the focal
adhesion complexes are integral component of the contractile apparatus in SMCs
(Gerthoffer et al., 1989;Gunst et al., 1992;Tseng et al., 1997;Youn et al., 199$;Gerthoffer
and Gunst, 2001). Interestingly, cAMP has been reported to rapidly induces actin
depolymerization and disruption of focal adhesion complexes (Ramakers and Moolenaar,
1 998a) (Goidman and Abramson, 1 990a;Go!dman and Abramson, 1 990b;Aharoni et al.,
1993;Dong et al., 1998;Busca et al., 1998;Sandau et al., 2001;Hirshman et al., 2001).
Regulation of filamentous (F)-actin organization and focal adhesion complexes is
under control of many signaling proteins including the Rho family GTPases (Ridley and
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Hall, 1992;Ridley et al., 1992a;Mabuchi et aï., 1993a;Hotchin ami Hall, 1995;Nobes
and Hall, 1995;Kozma et al., 1995). This family comprises at least ten members, and some
additional isoforms: Rho (A, B, C isoforms), Rac (1, 2, 3 isoforms), Cdc42 (Cdc42Hs,
G25K isoforms), Rndl (Rho6), Rnd2 (Rho7), Rnd3 (RhoE), RhoD, RhoG, TCIO and TTF
(Bishop and Hall, 2000). Among these, the most extensively characterized isoforms are
RhoA, Rad and 2 and Cdc42. These Small GTPases act as molecular switch cycling
between inactive (GDP-bound) and active (GTP-bound) forms (Bishop and Hall, 2000).
The major function of Rho family GTPases is to regulate assembly and organization of the
cytoskeleton (Hall, 1998) thus playing important role in a variety of cellular processes
involving cytoskeleton reorganization. These include cytokinesis (Mabuchi et al.,
1993b;Drechsel et al., 1997;Prokopenko et al., 2000), phagocytosis (Cox et al., 1997a;Cox
et al., 1997b), pinocytosis (Ridley et al., f 992b), cell migration (Nobes and Hall, 1999),
morphogenesis (Settleman, 1999) and axon guidance (Luo et al., 1997). Rho GlPases also
regulate various biochemical events in cells such as activation of NF-kB, serum response
factor (SRF) and STAT transcription factors (Hill et al., 1995;Perona et al., 1997)(Turkson
et al., 1999;Simon et al., 2000;Schuringa et al., 2000; Pelletier et al., 2003), activation of
the c-jun N-terminal kinase and p38 MAP kinases signaling pathways (Coso et al.,
1995;Minden et al., 1995a;Schuringa et al., 2000), activation of the NADPH oxidase
complex (Abo et al., 1991), cell cycle progression (Olson et al., 1995), cell-cell contact
(Braga, 1999;Kaibuchi et al., 1999), ceil polarity (Johnson, 1999), mast ceil secretion
(Norman et al., 1996) and transformation (Van AeÏst and D’Souza-Schorey, 1997).
In various ceil types, including vascular SMCs, cAMP elevating agents has been
reported to induce profound morphological changes referred to as “cAMP phenotype” or
stellation or arborization (Dong et al., 1998;Busca et aï., 1998;Padmanabhan and
Shelanski, 1998;Ramakers and Moolenaar, 1998b). In most, if not all cell types studied to
date, the “cAMP phenotype” has been attributed to the depolimerization of actin filament,
due to the inhibition ofRhoA functions (Dong et al., 1998;Busca et al., 1998;Padmanabhan
and Shelanski, 1998;Ramakers and Moolenaar, 1998b). We had undertaken this study to
examine whether cAIVIP signaling interferes with Rho GTPases to induce stellation in
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vascular SMCs. Using bacterial toxins or dominant negative mutants of the Rho family
GlPases, we found that inhibition of Rac (but flot Rho) induces stellate morphology in
vascular SMCs. We also provide strong evidence that cAMP inhibits Rac functions
upstream or at the level of the GTPase itself by reducing its GTP loading. Using effector
ioop mutants of the activated Rac 1, we also found that activation of the pi
60ROCK by
RaclL6l is required to prevent cAMP-induced stellation in vascular $MCs. These resuits
suggest that Rac-dependent activation of the 160R0CK is required for the normal
morphology of vascular SMCs and this is confirmed by the observation that inhibition of
the ,1 60ROCK activity also lead to the “cAMP phenotype”. These resuits also indicate that
cAMP-elevating agents, by preventing Rac functions, impair many important, and in some





Cyclic AMP elevation ïnduces stellate morphology of vacular SMCs.
In numerous ceil types, increased level of intracellular cAMP is associated with
morphological changes referred to as “cAMP phenotype”, stellation or arborization (Dong
et al., 1998;Busca et al., 1998;Padmanabhan and Shelanski, 1998;Ramakers and
Moolenaar, 1998b). Under normal conditions, vascular SMCs manifested SMC-iike
morphology (figure lA, Medium). The ceils are flat and tightiy adherent to the celi culture
well. Treatment of vascular SMCs with a 32-adrenergic receptor agonist, isoproterenol, or
the activator of adenylyl cyciase forskoiin induces profound and rapid morphological
changes characterized by ccli rounding and arborization ressembling to neurite outgrowth
(figure lA and B). This morphologicai change is observed within 15 mm, peak at 1h and is
reverted to normal celi shapes (untreated-like cells) after 24h of treatment (Figure lA).
Changes in cytopiasm morphology are also observed in ceils treated with other cAMP
elevating agents such phosphodiesterease inhibitors (IBMX, lmM) or rolipram (100 jiM) as
weii as in the presence of cAMP mirnicking agent 8-Br-cAMP (lmM) (Data not shown).
We further show that arborization of vasculat SMCs is seen either in the presence or
absence of serum (Fig lB). Nevertheless, morphologicai changes are better seen in absence
of serum suggesting that serum may contain factors preventing this effect such as
lysophosphatidic acid (LPA), or any other growth factors.
cAMP is generally believe to signal through cAMP-dependent protein kinase
(PKA). However, it is now weii established that cAMP may activate several cAMP-binding
proteins other than PKA. These are the cAMP receptor ofDictyostelium discoideum, which
participates in the regulation of the deveiopment of this unicellular eukaryote (Kiein et al.,
1988), the S-adenosyl homocysteine hydrolase, which participates in the regulation of
protein methylation (Hohman et al., 1985), the cyclic nucleotide-gated channels involved in
transduction of olfactory and visual signais (Goulding et al., 1992) and the cAMP-activated
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guanine-nucleotide exchange factors (GEF) (Epac I or cAMP-GEF I and CNrasGEF),
which activate specifically the monomeric G proteins of the Ras family, Rap-1 and Ras,
respectively (de Rooij et al., 199$). It is actually hard to discriminate the effect mediated by
one of the various effector for cAMP except in term of the PKA I non PKA-dependent
siganling. To test whether PKA is required in mediating morphological rearrangement by
cAMP, celis were pre-treated or flot with the PKA inhibitor, H$9 (10iM), and then
stimulated with increasing concentrations of forskolin. We found that pre-treatment of
serum-deprived vascular SMCs with H-$9 significantly impaired forskolin-induced
stellation at any concentrations of forskolin used (Fig 1C). Similarly, Isoproterenot-induced
stellate morphology is signfficantly reversed by pre-treatment of ceils with the PKA
inhibitor (figure 1D). Together, these resuits indicated that cAMP elevating agents promote
severe morphological changes in vascular SMCs through a mechanism involving PKA.
The stellate morphology is characterized by the loss of actin bundies and focal
adhesion complexes.
Analysis of Filamentous (F)-actin composition, by indirect immunofluorescence
(IF) using rhodamine-conjugated phalloidin, revealed that the “cAMP phenotype” is
associated with the loss of actin bundles (fig 2A Upper panel). In absence of serum,
vascular SMCs are tighly adherent to the glass cover slips and show nurnerous stress fibers
crossing the cytoplasm, lamellipodia on celi border and in some cases filipodia can be
visualized (Figure 2A, Controfl. In the presence of forskotin, organized actin is completely
absent and F-actin staining appears as fragmented spots through out the cytoplasm, which
is “unstretched”, and doser to the nucleus (Fig 2A, forskolin). Using confocal microscopy,
we also made the observations that forskolin treatments increase ceil thickness (9.9im, at
the nucleus) and the nucleus is upper in the ceil compared to untreated celis (6 tm, at the
nucleus) (Figure 2B). These resuits indicate that cAMP elevation in vascular SMCs destroy
actin bundÏes and let the cytoplasm to retract through the nucÏeus. We also observed that
forskolin treatment promotes the formation of”ring-Ïike” structure ofF-actin (Figure 2C).
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forskolin flot only dismpted bundles of actin but also affects focal adhesion
complexes. These complexes can be visualized by indirect immunofluorescence using anti
vinculm or anti-paxillin antibodies. In non-stimulated cells, vrnculrn-containrng focal
adhesion complexes are distributed at the anchorage of the cells to the glass cover slip as
revealed by multiple punctuated staining (Fig 2A, Control). In forskolin-treated celis,
vinculin staining diffused throughout the cytoplasm indicating the loss of focal adhesion
complexes (Fig 2A, Forskolin). Consistent with these findings, treatement ofvacular SMCs
with forskolin impaired tyrosine phosphorylation of the paxillin (Data flot shown), which is
an important feature of focal adhesion assembty (reviewed in (Tumer, 2000)).
In order to test whether depolymerization of actin is a consequence of “cAMP
phenotype” or reversal of actin polymerisation leads to “cAMP phenotype” we monitored
the impact of cytochalasin D, a well known inhibitor of F-actin assembly, on vascular
SMCs morphology. Treatment of vascular SMCs with cytochalasin D (lOOnM, 2h)
disrupted actin bundies and lcd to a nearly complete stellate morphology (Figure 2D,
cytochatasin D). This indicates that disorganization of F-actin by forskolin stimulation is
most likely responsible for the morphological changes in vascular SMCs.
Inhibition ofRac functïon promotes cAMP phenotype of vascular SMCs.
Inhibition of RhoA functions by cAMP elevating agents and the consequent
cytoskeÏetal organization has been proposed for various cell types (Dong et al., 1998;Busca
et aï., 1998;Ramakers and Moolenaar, 1998b). b test the possibility that inhibition of Rho
by cAMP accounts for forskolin-induced stellation of vascular SMCs we tested whether
inhibition of Rho in these cells also induces cAMP phenotype. C3-transferase is a bacterial
toxin form Clostridium botulinium known to ADP-ribosylates Rho at Asn-41 and inhibits
its translocation to the membrane thus inhibiting its activity (Richard et al., 1999;Aktories
et al., 2000). As shown in Figure 3A and B, treatment of vascular SMCs with C3-
transferase, for over 48 h, does not induce stellation of vascular SMCs. Under similar
conditions, C3-transferase is effective in inhibiting Ang IT-induced STAT driven
205
transcription in vascular SMCs (Pelletier et al., 2003). Consistently, treatment of
vascular SMCs with a fusion Iota-C3 toxin, which is more rapidly intemalized into ceils
and exhîbit C3 activity (Richard et al., 1999) failed to promote cAMP phenotype whereas it
may inhibit GPCR-induced STAT-driven transcription (Pelletier et al., 2003). These resuits
indicate that, by contrast to many other cell types, inhibition of Rho by the C3-transferase is
not sufficient to induce stellate morphology in serum-deprived vascular SMCs.
Actin organization is also under control of other members of Rho family GTPases
such as Rac and Cdc42. In order to test whether Rac or Cdc42 inhibition may lead to cAMP
phenotype in vascular SMCs, we evaluated the effect of the Clostridium dfflcile Toxin B
(ToxB) on vascular SMCs morphology. ToxB is a bacterial toxin that selectively
glucosylates Rho, Rac and Cdc42, and inhibits their function by preventing GTP binding
(Richard et al., 1999;Aktories et al., 2000). Figure 3A and B shows that, in contrast to C3-
transferase, ToxB induces morphological changes similar to the cAMP phenotype. The
observation that ToxB but not C3-transferase induced stellation of vascular SMCs indicates
that inhibition of Rac andlor Cdc42 induces cAMP phenotype in sentm-deprived vascular
SMCs. Consistent with this hypothesis, treatment of serum-deprived vascular SMCs with
the Clostridjum sordellii Lethal Toxins (LTs) from strain $2 (LT82) or LT from strain 9048
(LT904$) induced morphological changes similar to Toxin B and forskolin (Figure 3A and
B). LT82 glucosylates and inactivates Rac, Ras, Rap, Rai, and to a lesser extent R-Ras
proteins whereas LT9048 is known to inactivate Rac, Cdc42, Ras, and weakly Rap and R-
Ras proteins. Because Rac is the common target of ail these three bacterial toxins (ToxB
and LT5), these results strongly suggest that inhibition of Rac by these bacterial toxins also
promotes “cAMP phenotype” in vascular SMCs ($ee table 1). Figure 3B shows quantitative
analysis of figure 3A and revealed that similarly to forskolin, ToxB, and both LTs induces
stellate morphology in over 75% of vascular SMCs whereas similar phenotype is observed
in less than 15% ofthe celis when exposed to Iota-C3 or C3 (figure 3B).
To improve these observations, effects of dominant-negative mutants of the RhoA
(Rh0AN19), Rad (RaclNl7) and Cdc42 (Cdc42Nl7) have been tested on vascular SMCs
morphoiogy. Expression of dominant-negative mutants of RhoA (Myc-RhoAN19) and theQ
cD 206
dominant negative mutant of Cdc42 (Cdc42Nl 7) in vascular SMCs failed to induce
“stellate morphology”, whereas dorninant-negative mutant of Rad (Myc-RaclNl7) did
(Figure 3C). Quanitative analysis revealed that similarly to treatment with forskolin,
expression of RaclNl7 induces cAMP phenotype in vascular SMCs. By contrast,
expression ofRhoANl9 failed to induce stellation. Quantitative analysis revealed that less
than 20% of the cells expressing RhoAN19 show stellate morphology whereas this
percentage increases to over 75% and 35% in celis expressing dominant negative Rac and
Cdc42 respectively (Figure 3D). Together, these results clearly show that, similarly to
forskolin stimulation, inhibition of Rac activity, either by using bacterial toxins or
dominant negative mutant ofRaci promotes “stellate morphology” in vascular SMCs.
cAMP elevating agents inhibit Rac function.
Because inhibition of Rac rnimicked the effect of forskolin in vascular SMCs, we
asked whether forskolin-induced arborization is attributed to Rac inhibition. In order to do
this, we tested the ability of an active mutant of Rad (RaclL6l) to impair forskolin
induced cAMP phenotype in vascular SMCs. As previously reported (Nobes & Hall, 1995),
expresion of RaclL6l in vascular SMCs induces actin polymerization leading to the
formation of lamellipodia, membrane ruffling and to stress fibers (Figure 4A). We found
that ectopic expression of RaclL6l effectively induces formation of lamellipodia and
membrane ruffling in vascuÏar SMCs and in some cases stress fibers can be visualized
(Figure 4A, RaclL6l Control). Expression of RaclL6I also completely impairs forskolin
induced ceil arborization whereas expression of a Myc-Tagged GFP failed (Figure 4A
Myc6GFP Forskolin). Quantitative analysis revealed that forskolin induces stellation of
over 80% of celis expressing the Myc-Tag GFP whereas this percentage drops to less than
5% in RaclL6l expressing cells (Figure 4B). The ability of RaclL6l to counteract
forskolin’ s effect revealed that cAMP signaling may interfere with the activation of the
Small GTPase rather than inhibiting a downstream effector of Rac as it has been proposed
for RhoA (Lang et al., 1996).
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cA1VIP inhibïts Ang II-induced Rac GTP ]oading in vascular SMCs
Small GTPases of the Rho family, like ail other GlPases, cycle between an active
(GTP-bound) or inactive (GDP-bound) forms (except for the Rnd proteins (reviewed in
(Bishop and Hall, 2000)). We already reported that stimulation ofvascular SMCs by Ang II
rapidely and strongly induces GTP loading of Rac tRac 1 or 2) (Pelletier et al., 2003). b
test whether cAMP elevating agents interfere with Rac function by influencing its GTP
bound form, we monitored the effect of forskolin on Ang II-induced GTP loading of Rac.
figure 5 shows that stimulation of the cells with Ang II rapidly and strongly increases GTP
loading of Rac as measured by the association of the GTPase to the CR13 (Cdc42/Rac-
interactive binding) dornain of Paki (Pelletier et al., 2003; Royal et al., 2000). Pre
treatment of the celis with forskolin mostly inhibited the GTP loading of Rac proteins in
vascular SMCs (figure 5). This resuit suggests that the cAMP/PKA signaling either
interferes with Rac GTP binding or increases that rate of GTP hydrolysis by the GTPase.
The cAMP phenotype is prevented by a Rac-ROCK signating pathway.
Rac proteins has been shown to bind and activate multiple proteins of diverse
activities. These include serine/threonine as well as tyrosine kinases, lipid kinases,
phosphatases, lipases and scaffolding proteins (reviewed in(Bishop and Hall, 2000)). In
order to define which signaling pathway is required to prevent forskolin-induced stellate
morphology, we tested the ability of various effector loop mutants of constitutively
activated Rad in preventing induction of cAMP phenotype. Introduction of the Y4OC
mutation into the effector loop of Rac disrupts its interaction with CRIB-containing
proteins, such as Pak, WASP and POSH, but does not interfere with binding to NADPH
oxidase subunit p6710x . 160ROCK (Lamarche et al., 1996). The f37A mutation blocks
160R0( interaction, whule the Y4OK inhibits the interaction ofRac with Pak and p67PI0X
but not with 160ROCK (Lamarche et al., 1996). Ectopic expression of Rac1L61C4O and
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raclL6lK4O mutants into vascular SMCs prevented forskolin-induced stellate
morphology (Figure 6A). As previously reported (Lamarche et aÏ., 1996), both mutants
induce lamellipodia formation and membrane ruffling. By contrast, expression of
Rac1L61A37 failed to prevent forskolin-induced stellate morphology (Figure 6A)
suggesting that activation of pl60’0° by Rac is a prerequisite to prevent morphological
changes induced by cAMP elevating agents. Quantitative analysis revealed that forskolin
induces stellation of over 80% of ceils expressing the Rac1L61A37 construct whereas this
percentage drops to less than 5% in RaclL6l, raclL6lC4O and raclL6lK4O expressing
celis (Figure 63). In addition, we observed that RacIL6l expressing ceils are stiil able to
prevent focal adhesion disassembly ehile Rac1L61A37 failed. This indicate that disruption
of focal adhesion complexes by forskolin resides in its ability to inhibit the Rac/ROCK
signaling pathway.
To define whether 160R0C1( activity is necessary to maintain normal phenotype of
vascular SMCs in culture, we tested the ability of a specific of ROCKI and II inhibitor (Y-
27632) on vascular SMCs morphology (Uehata et aï., 1997;Davies et al., 2000). We found
that treatment of vascular SMCs with Y-27632 (lOjiM) induces profound morphological
changes similar to those observed with forskolin (10iM) (Figure 7A). Indeed, Y-27632
completely disrupt actin bundies and focal adhesion complexe (Figure 7B). These results




cAMP and cAMP phenotype in vascular SMCs.
In response to cAMP, vascular SMCs undergo rapid morphological changes
referred as cAMP phenotype, stellate shape or arborization . This morphological change lias
been visualized in numerous ceil types including fibroblasts (Lamb et al., 1988), smooth
muscle celis (Chaldakov et al., 1989), osteoblastic celis (Egan et al., 1991), melanoma cells
(Preston et aÏ., 1987), mesengial celis (Kreisberg et al., 1984), astrocytes (Baorto et al.,
1992), and epithelial cells (Ortiz et al., 1973) and in various neurone-related celis (Miller
and Ruddle, 1974;Heidemann et al., 1985;Rydel and Greene, 1988). Although, arborized
ceils seern appropriate in astrocytes and neurons, it is not the case in vascular SMCs.
Normal vascular SMCs are tightly attached to the glass coverslips and show actin
stress fibers, lamellipodia, and in some cases fihipodia as well as focal adhesion complexes.
In vascular SMCs, the appearance of multiple dendrite-like structures, the loss of focal
adhesion complexes and depolimerization of f-actin characterize forskolin-induced cAMP
phenotype. Experiemental evidences showed that actin disassembly is sufficient to induce
stellation in vascular SMCs suggesting an essential role for the actin cytoskeleton in
maintaining normal (spread) morphology of vascular SMCs. Actin polymerization and
focal adhesion complexes are under control of Rho family GTPases. Interestingly, we
found that, similarly to cAMP elevating agents, inhibition of Rac functions (but flot Rho)
using bacterial toxins or dominant negative mutants promotes stellate morphology, actin
disassembly and loss of focal adhesion complexes. Furthermore, expression of an activated
mutant of Rad (RaclL6l) impairs forskolin-induced cAMP phenotype. These results
clearly indicate that inhibition of Rac functions is a required event leading to stellate
morphology. In addition, the observation that expression of RaclL6l is sufficient to impair
forskolin-induced cAMP phenotype revealed that inhibiton of Rac firnction is not due to
inhibition of a downstream effector but rather to the inhibition of the GTPase itself or an
upstream signaling. In support of this sentence, we also found that cAMP impair
angiotensin II-induced GTP loading of Rac. However, the molecular basis of this inhibition
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has flot been questioned here. Nonetheless, these resuits suggests that forskolin may
impair GTP loading of Rac by either inhibiting upstream signaling or by activating of a
GTPase activating protein (GAP).
In response to cAMP elevating agents, epithelial-like ceils (SH-EP cells) also
undergo stellation. Pre-treatment of these ceils with thrombin impairs cAMP-induced
stellate morphology which is reverted by the presence of the C3-transferase. They also
show that expression of an active mutant of Rho (Rh0AV14) overcome cAMP effects on
celi shape (Dong et al., 1998). Similarly, inhibition of a Rho/ROCK signaling cascade is
required for cAMP-induced melanoma ceil differenciation and arborization(Busca et al.,
199$). In these celis, Forskolin-induced stellation is mimicked by either C3-transferase or
the toxin B from C. botulinium. Expression of an active mutant ofRhoA (RhoAV14), or an
active form of Rho kinase (1 60R0CK) impairs forskolin-induced stellate morphology.
However, Buscà and coworkers reveaÏed that an active mutant of Rac also impairs cAMP
induced arborization of melanola celis. Since Rac can activate Rho (Nobes and Hall, 1995),
it remains possible that cAMP may also impair Rac activity and thus Rho activation in
melanoma cells as proposed by the attthors. However, we found that expression of an active
mutant of RhoA (RhoAL63) in vascular SMCs induces ceil rounding apparently due to
high stress fiber formation (data not shown) suggesting that it may not be required for cell
spreading. Furthermore, inhibition of Rho by ectopic expression of RhoAN19, incubation
of the ceils with Iota-C3 or C3 has no effect on gross morphology of vascular SMCs.
Furthennore, it has been reported that in response to cAMP elevating agents, PKA
phosphorylates RhoA and consequently reduces its activity (Lang et al., 1996). Therefore,
if the ability of Rac to impair cAMP phenotype would have required the activation of Rho,
RaclL6l would have not been able to impair forskolin’s effect on cell morphology. These
resuhs strongly support a model in which Rac, without the need of Rho, impairs cAMP
phenotype in vascular SMCs.
A Rac/ROCK signaling.
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One of the major biological effects mediated by Rac is to control the
polymerization of actin at the leading edge of the plasma membrane, leading to the
extension of lamellipodia and the subsequent formation of membrane ruffles(Ridley and
Hall, 1992). Also, a hierarchical relationship between Cdc42, Rac and Rho has been
suggested in Swiss 3T3 cells (Ridley and Hall, 1992;Nobes and Hall, 1995). Based on actin
organization, it has been proposed that Cdc42 may activate Rac which in tum can activate
Rho. However, recent observation also argue in favor that some effectors proposed to
specifically interact with Rho can also bind to Rac. For exemple, Rac has been reported to
bind and to activate the 160RocK and PRK2 (Lamarche et al., 1996;Vincent and Settleman,
1997). Similarly, Rac and Cdc42 can both bind and activate PAK to stimulate PAK activity
(Minden et al., 1995b). Consistent with these observations, we found that active mutant of
Rad which lack the ability to associate with 160ROCK is unable to counteract forskolin
induced cAMP phenotype. Consistent with this observation, inhibition of 160R0 by Y-
27632 also promotes cAMP phenotype in vascular SMCs. These results let us propose a
model in which cAMP interferes with basal Rac activity (or activation) and this inhibition
leads to a loss in 160ROCK activity leading to actin disorganization and finally to
arborizatiori.
Inhibition of Rac downstream signaling by cAMP.
An important aspect of this study is the ability of cAMP to impair Rac activation
and activity. In serum-deprived vascular SMCs, we found that inhibition of Rac by either
bacterial toxin, dominant negative or cAMP has important impact on cell morphology.
Beside this, inhibition of Rac by cAMP may have important consequences on many
signaling downstream to Rac. GTP-bound Rac interact and activates the p21-activated
kinase (PAK) leading to the activation of the c-Jun N-terminal kinase (JNK) and the stress
activated protein kinase SAPK (p38 MAPkinase). Rac also bind and appears as an essential
component of the NADPH oxidase complex which generate reactive oxygen species
(ROS). Generally viewed as toxic byproducts of cdl metabolism, ROS play essential role
in host defence and is also now recognized as a second messenger in non-phagocytic ceils
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such as fibroblast or vascular SMCs. ROS are required for growth factor induce ceil
multiplication and hyperthophy. In vascular SMCs, rapid activation of the JakISTAT
signaling by GPCRs also required activation of a Rac/NADPH oxidase/ROS system
(Pelletier et al., In Press). In counterpart, cAMP impairs Ang II-induced rapid Jak activity
(Giasson et al., 1 997;Meloche et al., 2000), NADPH oxidase activity and ROS generation
in neutrophiis (Ahmed et al., 1995) and GTP loading of Rac in platelets (Gratacap et al.,
2001 )(present study).
Negative cross-talk between cAMP signaling and Rho GTPases functions.
Vascular SMCs growth, migration and contraction are important aspects of multiple
cardiovascular disorders such as hypertension, atheroscerosis and restenosis aller
angioplasty. Small GTPases of the Rho family play key roles in ail these phenomena
(reviewed in (Nieuw Amerongen and van Hinsbergh, 2001)). Indeed, Rho GTPases are
required for ceil gowth in ail cell types studied (Olson et al., 1995). Rho GTPases are also
involved in SMC contraction (Nieuw Amerongen and van Hinsbergh, 2001). It is now well
established that Rho and 160ROCK are key regulators of celi contraction (Hirata et al.,
1992;Knebei et aï., 1996;Nieuw Arnerongen and van Hinsbergh, 2001) and it is beleive that
Rac and Cdc42 may also play critical role in SMCs contraction. Beside Myosin Light chain
phosphorylation, their role in cell contraction is not well established (Leung et al.,
1998;Nieuw Amerongen and van Hinsbergh, 2001). Rho GlPases are also required for celi
migration. Akhough the role of Rac and Cdc42 in ceil migration are well estabÏished, the
role of Rho is iess understood. Rac is involved in both cell protrusion at the leading edge
and also required for cell retraction at the trailing edge via Pak (Selis et al., 1999). Cdc42 is
required for chemotractant gradient sensing and polarity of the cell (Nobes and Hall, 1999).
A minimal Rho activity is required for celi migration whereas high degree of activation
appears to inhibit cell migration (Nobes and Hall, 1999;Fukata et al., 1999;Sawada et al.,
2000). 0f interests, cAIVIP elevating agents are known to impairs all these phenomena in
vascular smooth muscle ceiis (Pastan et al., 1975;Dumont et al., 1989;Taylor et al.,
1990;Assender et al., 1992;Indolfi et al., 1997).
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Negative cross-talk between cyclic AMP and vascular SMCs growth.
Several mechanisms have been put forward to explain the anti-hypertrophic or anti
mitogenic action of cAMP signaling. Studies have proposed that, cAMP signaling inhibits
growth factors-induced celi proliferation by interfering with the Ras-dependent activation
ofthe MAP kinases Erkl/2 (Burgering et al., 1993;Cook and McCormick, 1993;Graves et
aL, 1993;Sevetson et aï., 1993;Wu et al., 1993). On the other hand, other studies reported
that cAMP signaling did block growth factors-induced celi growth without affecting MAP
kinases Erkl/2 activation (Takahashi et al., 1996;Giasson et al., 1997;Meloche et al.,
2000). Simllarly, cAMP signaling was reported to inhibit celi growth by inhibiting
activation of the p70 $6 kinase in certain ceil types but flot in others (Kahan et al.,
1992;Monfar et aÏ., 1995). Many other growth controlling proteins were reported to be
regulated by cAMP elevating agents such as INK1 (Rao and Runge, 1996), EIF-4E (Graves
et al., 1995) and various celi cycle regulators (Trepel et al., 1987;Rock et al., 1992;Kato et
al., 1994;Takahashi et al., 1996;Randall et al., 1996;L’Allemain et al., 1997). At the light of
the present data and other previously reported ones (Giasson et al., 1997; Meloche et al.,
2000), it is tempting to proposed that inhibition of vascular SMC growth and migration is
presumably due to inhibition of Rac rather than inhibition of ERK1/2 MAP kinases, 1P3
generation, p7OS6K activation and other signaling pathways that are flot directely
downstream to the $mall GTPases of the Rho family.
b our knowledge, this is the first study demonstrating that cAMP elevating agents
interfere with Rac activation and having important impact on cytoskeletal organization and
many signaling pathways. This observation may explain the inhibitory effect of cAMP




Ang II was purchased from Hukabel Scientific. Sodium orthovanadate, Isoproterenol
were purchased from from Sigma-AÏdrich. C. dfficile toxin B, C. botulinum C3 transferase
and platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) and the p16OROCK inhibitor Y-27632
were from Calbiochem. The C. sordellii toxins LT$2 and LT9048, Iota toxin and the fusion
toxin Iota-C3 were purified as previously described (Popoff, 1987) and generously given by
Dr Michel R. Popoff (Institut Pasteur Paris, France). Policlonal and monoclonal anti-Myc
antibodies (se-40 and se-789) were from Santa-Cruz Biotechnology. The monoclonal anti
Rac antibody was purchased from Upstate Biotechnology. The anti-paxillin monoclonal
antibody clone 349 was purchased from Transduction laboratories. Rhodamine-conjugated
phalloidin was purchased from Motecular Probes. FITC-conjugated anti-rabbit and anti
mouse antibody, and rhodamine-conjugated anti-rabbit and anti-mouse antibody were
purchased from Jackson’s Laboratory.
cDNAs and plasmids
The pRK5 expression vectors for Myc-tagged RhoAL63, RhoAN19, RaclL6l, RaclNl7,
Cdc42L6 1, Cdc42Nl 7, effector loop mutants of Rac 1 L6 1 and bacterial expression plasmid
for recombinant GST-Pak1CRTB fusion protein have been described previously (Larnarche
et al., 1996). Plasmids encoding wild-type and kinase deficient 160R0 have been
described elsewhere (Lamarche et al., 1996)
Ceti culture and transfection.
Rat vascular SMC were cultured and synchronized by serum starvation as described
previously (Servant et al., 2000). Vascular SMC were transiently transfected with
expression plasmids using the FuGENE 6 transfection reagent (Roche Molecular
Biochemicals). For immunofluorescence study, glass coverslips were treated with gelatin
(0.1%) to increase adhesion rate ofthe celis.
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Rac activation assays.
The recombinant GST fusion proteins of Paki (residues 56-272) was expressed in E. cou
and purified on glutathione-agarose beads as described (Pelletier et al., 2003). Vascular
SMC were washed twice with PBS and lysed in buffer G (25 mM Hepes, pH 7.5, 150 mM
NaC1, 5% Igepal CA-630, 50 mM MgC12, 5 mM EDTA and 10% glycerol) for 30 min at
4°C. Total lysate proteins (600tg) were incubated for 1h at 4°C with 10 tg of GST-Pakl
bound to glutathione-agarose beads in a total volume of 800 jil. The beads were washed 3
times with buffer G, and the eluted proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis. The
amount of active GTP-loaded smatl GTPase bound was analysed by immunoblotting using
monoclonal anti-Rac antibody (2 tg mf’) (Upstate Biotechnology).
Immunofluorescence Microscopy
For immunofluorescence analysis, vascular SMCs were plated on glass coverslips in 6 well
plates and transfected as described previously [456] with a total of 4.8 ug of the
corresponding plasmids per well. 18-20 h post-transfection, cells were treated or flot with
the cyclic AMP elevating agent forskolin for 45 min before immunofluorescence analysis
were performed as described elsewhere with some modifications (Lamarche et al., 1996).
Briefly, Vascular SMCs were were rinsed in PBS and fixed for 20 min in freshly prepared
3.7% (w/v) paraformaldehyde. AlI steps were carried out at room temperature, and
coverslips were washed with PBS between each of the steps. Afler quenching in PBS
containing 0.1M glycine for 5 mi cells were permeabilized in a solution of 0.1% Triton
X-100 for 5 min. Ceils were next double stained as following. CelIs were first incubated
with a solution of PBS containing 1% BSA and TRITC-conjugated phalloidin (Molecular
Probes) for 30 min. Next, cells were incubated in the presence of the primary polyclonal
antibodies anti-myc (sc-789, Santa-Cruz Biotechnologies), monoclonal anti Myc (9E10, sc
40, Santa-Cruz Biotechriologies), a monoclonal anti-vinculin (hVN-1, Sigma-Aldrich) or
anti-paxillin (Clone 349, Transduction Laboratories) diluted in PBS containing 1% BSA,
for 60 min at 37°C. Coverslips were transferred to a second antibody mixture composed of
FITC-conjugated goat anti-rabbit antibody (Jacksons Laboratory). Coverslips were
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mounted by inverting them onto 25 t1 of mounting medium (N-propylgalate; 5mg/ml,
Glycerol 50% (w/v) and Tris-HC1; lOOmM, pH 8.5). After 2 hr at room temperature, the
coverslips were examined on a Zeiss axiophot microscope using Zeiss 40 X 1.3 and 63 X
1.4 ou immersion objectives. Fluorescence images were recorded on Kodak T-MAX
400ASA film.
Other Methods.
Protein concentrations were measured using the BCA protein assay kit (Pierce) with bovine
serum albumin as standard.
Statistical analysis.
The results are expressed as the mean ± s.e.mean. The degree of significance of differences
between experimental groups was performed by the ANOVA test followed by Dunnet or
Bonferroni post-test analysis using GraphPad Software version 2.01. P values less than 5%
were considered significant.
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FIGURE 4.1. cAMP elevating agents induce profound morphological changes in vascular SMCs.
A. Confluent rat vascular SMCs were left untreated or treated with either Dimethylsulfoxide (DMSO 0.1%), Forskolin
flOl.iM), or lsoproterenol (lOjiM) and gross morphological changes were monitored by phase contrastmicroscopy.
B. Serum deprived vascular SMCs were left untreated or treated with Forskolin (10iM) or Isoproterenol (l0jiM) for 1h















C. PKA mediates cAMP-induced stellation. Serum-deprived vascular SMCs were Ieft untreated (Control) or treated with
the protein kinase A inhibitor (H89, l0jiM) before cells were stimulated or flot with forskolin (Forskolin, lojiM) (left panel).
The right panel show quantification of forskolin-induced stellation in absence (open circle) or in the presence cf H-89 (1h
pre-treatment)
D. Serum deprived vascular SMCs were left untreated or treated with H89 (0 pM) for 1h before cells were stimulated or
flot with Isoproterenol (10 jiM) (Left panel). The right panel show quantification of forskolin-induced stellation in absence
(Open bars) or in the presence of H-89 (black bars).
Ceils showing “cAMP phenotype” were scored positive and the graphs are expressed as % cells showing stellation













FIGURE 4.2. cAMP induced “stellate morphology” is associated with the loss of F-actin organization and focal
adhesion complexes.
A. Vascular SMCs plated on glass coverslips were serum-deprived for 18-24 h were left untreated (Control) or treated
with lOiiM Forskolin (Forskolin). After 1h of stimulation, cells were fixed as described in methods. F-actin was visualised
with rhodamine-conjugated phalloidin (upper panels) and focal adhesions were visualised with an anti-vinculin antibody
(bottom panels)






C. Ring-like structure of F-actin in vascular SMC upon forskolin-treatment (Right panel: a 3 fold magnification cf the left
panel).
D. Vascular SMCs were left untreated (control) or treated with forskolin (lOp.M,lh) or Cytochalasin D (ljiM, 1h,) gross
morphological changes were monitored by phase contrast microscopy.




FIGURE 4.3. Inhibition of Rac activity mimicks forskolin-induced stellate shape.
A. Serum-deprived vascular SMCs were Ieft untreated or treated with C. botulenium C3-transferase f50ig/mI, 24h), C.
difficile Ioxin B (Toxin B, 5ng/ml, 2h), C. sordellil lethal Toxin (Strain 82, LT82, 5pg/ml, 4h), C. sordellil lethal toxin (strain
9048, LT9048, 5ig/mI, 4h) or Forskolin (lOjiM, 1h) and cet shape changes were monitored by phase contrast
microscopy.
B, Quantification cf panel A. CelIs showing ‘cAMP phenotype” were scored positive for stellate shape and the graphs are










FIGURE 4.3. (continued) C. Vascular SMCs plated on glass coverslips were transfected with plasmids encoding a MyC6
epitopes-tagged Green-Fluorescent-Protein (MyC6-GFP), a dominant-negative mutant of RhoA fMyc-RhoA Ni 9), a
dominant-negative mutant cf Rad (Myc-Raci N17) or a dominant-negative mutant cf Cdc42 (Cdc42Ni7). 6 h following
transfections, celis were serum-deprived for 18h and were left untreated (Control) or treated with Forskolin (Forskolin,
10l.iM) for 1 h before immunofluorescence was performed as described in Methods. Left panels (green) show cells
expressing Myc-tagged construct and right panels (red) show F-actin staining.
D. Quantification cf panel C. Ceils showing ‘cAMP phenotype” were scored positive for stellate shape and the graphs are
































FIGURE 4.4. Constitutively active mutant of Rad impairs cAMP-induced stellate morphology.
A, vascular SMCs plated on glass coverslips were transfected with plasmids encoding either a MycG-GFP or a
constitutively active mutant of Rad (Myc-Raci L61). 6 h following transfections, cells were serum-deprived for 18h and
were left untreated (Control) or treated with Forskolin (Forskolin, lOjiM) for 1 h before immunofluorescence was
performed as described in Methods. Myc6-GFP or Myc-Raci L61 expressing cells were visulized using anti-Myc antibody
(left panels) and F-actin was visualised with rhodamine-conjugated phalloidin (right panels).
B. Quantification of panel A. Cells showing “cAMP phenotype” were scored positive for stellate shape and the graphs are
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FIGURE 4.5. Forskolin impairs Ang II-induced GTP loading of Rac. Vascular SMCs were Ieft untreated or pre-treated
with lOpM forskolin (Forskolin) for 45 min and then stimulated or not (Control) with Ang II for the indicated times. The
activity of Rad was determined by measuring the amount of GTP-Ioaded protein bound to GST-Pak as described in





























FIGURE 4.6. Essential role for the pi 6OROCK in RacL6l -impaired cAMP-induced stellate morphology.
A. Vascular SMCs plated on glass coverslips were transfected with plasmids encoding Myc6-GFP (GFP), RaclL6l or
three different etfector loop mutants of a constitutively active mutant of Rad which fail to associate with either the
p16OR0CK (Rac1L61A37), the p65 PAK (Rac1L61C4O and RaclL6lK4O), POSH (Rac1L61C40) otto associate with the
p67 phox (Rad L61 K40). 6 h following transfections, ceils were serum-deprived for 18h and were left untreated (Control)
or treated with Forskolin (Forskolin, 101iM) for 1 h before immunofluorescence was performed as described in Methods.
Myc-tagged constructs expressing celis (green) were visualised with anti-Myc antibody and F-actin was visualised with
rhodamine-conjugated phalloidin (red).
B. Quantification of panel A. CelIs showing ‘cAMP phenotype’ were scored positive for stellate shape and the graphs are
expressed as ¾ stellate cells. These experiments were performed 5 times and a total of 150 cells were scored in each
experiment.
Anti-Myc! Phalloidin/ Anti-Myc/ Phalloidin/
FlIC Rhodamine FITC Rhodamine
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FIGURE 4.6. (continued)
C. Vascular SMCs plated on glass coverslips were transfected with plasmids encoding Rad L61 or three different effector
ioop mutants of a constitutively active mutant of Rad which fail to associate with either the p16OROCK (Rac1L61A37),
the p65 PAK (Rad1L61C4O and Rac1L61K4O), POSH (Rac1L61C4O) orto associate with the p67phox (Rac1L61K4O). 6h
following transfections, cells were serum-deprived for 18h and were left untreated (Control) or treated with Forskolin
(Forskolin, lOi.iM) for 1 h before immunofluorescence was performed as described in Methods. Myc-tagged constructs

























FIGURE 4.7. Inhibition of ROCK kinase activity with Y-27632 induces ‘stellate morphology” in vascular SMCs.
A. Serum deprived vascular SMCs were left untreated or treated with Y-27632 (1011M) for 1 h and gross morphological
changes were monitored by phase contrast microscopy.
B. Serum-starved vascular SMCs plated on glass coverslips were left untreated or treated with Y-27632 (lOjiM, 1h) and
cells were fixed as described in methods. F-actin was visualized with rhodamine-conjugated phalloidin (upper panel) and
focal adhesion complexes were visualized using anti-vinculin antibody ( lower panel).
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Table 4.1. Effect of bacterial toxins on SmaII GiPases activity and steNation of vascular SMCs.
Rho Rac Cdc42 Ras Rap Rai Steiiation
C3-transferase - - - - - -
Iota-C3 - - - - - -
la - - - - - - -
Ib - - - - - - -
Ia+Ib - - - - - - -
ToxB +++ +++ - - -
LT82 - -
LT9048 - +++ +++ +1- + ++±
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Historiquement, l’activation de la voie Jak/STAT était associée exclusivement à la réponse
aux cytokines de type I et II. Il est maintenant évident que cette voie de signalisation est
empruntée par d’autres types d’agonistes comme certaines hormones, autacoïdes ou facteurs
de croissance agissant sur d’autres familles de récepteurs. Les travaux présentés dans cette
thèse nous ont d’abord permis de démontrer et aussi de confirmer les données suggérant
que les GPCRs activent la voie de signalisation JakJSTAT (Rodriguez-Linares & Watson,
1994). De plus, ils ont permis l’élaboration d’un nouveau modèle d’activation de cette voie
non seulement différent de celui emprunté par les récepteurs des cytokines de Type I et II,
mais aussi différent (pas nécessairement à l’encontre) de celui proposé pour les GPCRs
(Abo et al., 1992; Cunnick et al., 199$; Leonard & O’Shea, 1998; O’Shea et al., 2002).
Finalement, ces travaux ont démontré l’existence d’une signalisation croisée inhibitrice
(negative Cross-talk) entre l’AMP cyclique et la petite protéine G monomérique Rac
(Pelletier et al., 2003b). Cette observation permet une meilleure compréhension de l’action
inhibitrice de l’AMP cyclique sur la migration, la croissance et la contractilité des VSMCs
ainsi que l’activation de la voie Jak/STAT par les GPCRs.
5.1. Activation de la voie Jak/STAT par les récepteurs des cytokines, les
récepteurs tyrosine kinases et les GPCRs
5.1.1. Activation par les récepteurs des cytokines de Type I et II
L’activation de la voie Jak/STAT par les récepteurs des cytokines de type I et II est très
semblable d’une cytokine à une autre. La liaison du ligand au récepteur favorise
l’oligomérisation des différentes sous-unités formant le récepteur et permet ainsi la
transphosphorylation des Jaks déjà associées au récepteur. Suite à la transphosphorylation
des Jaks et leur activation, elles phosphorylent aussi le récepteur. Cette phosphorylation
génère des sites de liaison qui permettent l’association de STATs au récepteur par
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l’entremise de leur domaine SH2. Cette association permet aux Jaks de phosphoryler les
STATs. Alors phosphorylés en tyrosine, les STATs dimérisent et sont relocalisées au noyau
où elles s’associent aux promoteurs de gènes cibles et activent leur transcription (Leonard
& O’Shea, 1998; O’Shea et al., 2002).
5.1.2. Activation par les Gqiii etG,0PCRs
Les récepteurs de chemokines (Vila-Coro et al., 1999; Rodriguez-Frade et al., 1999) et le
récepteur AT1 de l’Ang II se sont avérés de bons modèles pour l’étude des mécanismes
d’activation de la voie Jak!STAT par les GPCRs. Jusqu’à ce jour, le mécanisme
d’activation de cette cascade de signalisation par le récepteur AT1 s’est révélé très similaire
à celui proposé pour les cytokines de type I et II. Par la suite, un mécanisme similaire a été
proposé pour d’autres agonistes de GPCRs soit les chemokines SDF-1 et RANTES de
même que le PAF (Vila-Coro et aÏ., 1999; Rodriguez-Frade et aL, 1999; Lukashova et al.,
2001). Cependant, certains détails ont attiré notre attention. Premièrement, l’incapacité
d’une forme catalytiquement inactive de Jak2 (Jak2tWIII) de s’associer avec le récepteur
ATÏ (Ah et aL, 1998) suggère que l’association entre la kinase et le GPCR requiert
l’activité catalytique de cette kinase. Deuxièmement, l’incapacité d’une forme
catalytiquement inactive de Jak2 à être phosphorylée en tyrosine, suite à une stimulation
par l’Ang II (Ah et al., 1998) implique aussi que la kinase doit s’autophosphoryler en
réponse à l’agoniste. Ensemble, ces deux observations suggèrent que l’activation et
l’autophosphorylation de Jak2 sont les pré-requis à son association avec le récepteur AT1.
Troisièmement, il est proposé qu’un mutant du récepteur AT1, ne permettant plus
l’association de la kinase au récepteur a toujours la capacité d’induire la phosphorylation en
tyrosine de la kinase (Sayeski et al., 2001). Dans un même ordre d’idées une mutation de
Jak2, qui entraîne la perte d’association de la kinase au récepteur, demeure phosphorylée en
réponse à l’Ang II (Sayeski et al., 2001). Ces données indiquent clairement que l’activation
de Jak2 par le récepteur AT1 est indépendante de son interaction avec le récepteur et
requiert son activité catalytique. Par conséquent, le récepteur doit envoyer un signal afin
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d’activer la tyrosine kinase. Ainsi, l’activation de Jak2 par les GPCRs ne suit pas les
même règle que l’activation de cette kinase par les récepteurs des cytokines.
Nos travaux ont d’abord permis d’établir le lien entre les GPCRs et l’activation des Jaks
(Pelletier et al., 2003). Ces travaux ont permis l’élaboration d’un modèle d’activation de la
voie Jak!STAT plus complexe que celui préalablement suggéré. Suite à la stimulation des
récepteurs AT1 ou PAR-1, les Jaks 1, 2 et Tyk2 sont rapidement activées. L’activation de
ces Jaks (du moins Jak2) est requise pour l’activation rapide des STATs 1 et 3. L’activation
de STAT3 par les deux agonistes est transitoire et biphasique alors que celle de STATI par
l’Ang II est soutenue. Alors que la première phase d’activation de STAT3 est la résultante
directe de l’activation des GPCRs, la seconde nécessite la synthèse d’un facteur autocrine.
5.1.2.1. Activation précoce de la voie Jak/STAT par les GPCRs.
En réponse aux agonistes Ang II et thrombine, les récepteur AT1 et PAR-1 activent, par un
mécanisme encore mal défini, la petite protéine G monomérique Rac. Une fois active, Rac
s’associe et active plusieurs effecteurs dont le complexe NADPH oxydase. Rac est l’une
des composantes essentielles de ce complexe enzymatique et, une fois mis en place, ce
complexe est responsable de la génération de radicaux libres oxygénés (ROS). Mis à part
leur rôle essentiel dans les processus de phagocytose, les radicaux libres oxygénés ont la
capacité d’agir comme messagers secondaires, au même titre que l’AMP cyclique ou
l’InsP3 (Suh et aï., 1999; Lambeth et al., 2000; Banfi et al., 2003). En signalisation, il est
proposé que les ROS ont pour fonction d’inhiber les protéines tyrosine phosphatases
(PTPs) par l’oxydation de leur cystéine catalytique. Cette oxydation est possible en raison
de l’environnement chargé du domaine catalytique de cette famille de phosphatases (Meng
et al., 2002). De façon similaire, l’inactivation de PTPs par le peroxyde d’hydrogène (la
principale forme de radicaux libres oxygénés produite par les VSMCs) ou le vanadate (un
inhibiteur non sélectif de PTPs) conduit également à l’activation des kinases Jakl, Jak2 et
Tyk2 (Simon et aÏ., 1998; Pelletier et al., 2003). finalement, l’activation rapide de ces
PTKs permet la phosphorylation des STATs 1 et 3.
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Les PTPs SHP-1, SHP-2, PTP-1B , TC-PTP et CD45 sont connues pour déphosphoryler
les Jaks. II est donc fort probable que l’une ou plusieurs d’entre elles soient inhibées en
réponse aux agonistes de GPCRs comme 1’Ang II et la thrombine. Ainsi, à l’aide d’essais
phosphatases en gels modifiés selon Meng et al., 2002, il serait possible de déterminer les
PTPs inhibées en réponse aux GPCRs.
5.1.2.2. Activation transitoire versus soutenue de la voie
JakJSTAT
L’activation de STAT1 par l’Ang II est légèrement différente de celle observée pour
STAT3. Alors que l’activation de $TAT1 est rapide et soutenue (figure 3.2), celle de
STAT3 est biphasique. Plusieurs scénarios peuvent expliquer ce phénomène. D’abord, il est
possible que la liaison de STAT1 au récepteur AT1 permette à la kinase Jak2 de
phosphoryler plus efficacement STAT1 et ainsi maintenir un état de phosphorylation à plus
long terme AT1(Ali et al., 1997a; Ah et al., 2000). En ce qui concerne STAT3, aucune
indication ne permet de conclure que STAT3 s’associe au récepteur.
Ce phénomène peut être dû à l’inhibition de la phosphorylation en tyrosine de STAT3 en
raison de sa phosphorylation en sérine. En effet, nos résultats démontrent que suite à
l’activation des récepteurs PAR-1 et Ail, STAT3 est rapidement phosphorylée sur la
sérine 727 possiblement via une voie de signalisation dépendante de Ras (Tableau 3.1). La
phosphorylation en sérine 727 a pour effet de décroître la phosphorylation en Tyr 705 de
STAT3 par un mécanisme encore peu caractérisé (Chung et aï., 1997). Bien que la
phosphorylation en sérine 727 semble avoir un effet bénéfique sur l’activité
transcriptionnelle, telle que mesurée à l’aide de mutant S727A, il est possible que si cette
phosphorylation a lieu dans le cytoplasme ou dans le mauvais compartiment cellulaire elle
peut avoir un effet négatif (Chung et al., 1997).
Alors que la phosphorylation en sérine influence l’état de phosphorylation en tyrosine de
STAT3, ce n’est pas le cas pour STAT1 (Zhu et al., 1997). La phosphorylation de STAT1
en sérine727 n’a pas d’influence sur l’activité transcriptionnelle de STAT1 ni sur la
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phosphorylation de la Tyr7Ol. En accord avec l’hypothèse que la phosphorylation en
sérine puisse favoriser la déphosphorylation ou empêcher la phosphorylation de la Tyr705
de STAT3, les travaux de Bhat et ciL, 1995 montrent qu’un prétraitement à l’Ang II inhibe
la phosphorylation en tyrosine de STAT3 en réponse à l’IL-6. Cet effet inhibiteur est
renversé par un inhibiteur de la voie MEKIERK, le PD9$059 (Bhat et al., 1995). De plus,
on remarque que la phosphorylation de la Tyr705 de STAT3 diminue alors que celle de la
sérine 727 devient maximale (Pelletier et al., 2003) (Figure 3.2).
5.1.2.3.Activation tardive de la voie Jak/STAT par les GPCRs
La première phase d’activation de STAT3 est suivi d’une déphosphorylation rapide et
finalement STAT3 est à nouveau phosphorylée sur la Tyr705. Cette deuxième phase
d’activation (tardive) nécessite la synthèse d’un facteur autocrine puisqu’elle est inhibée
par la présence d’un inhibiteur de la machinerie transcriptionnelle (Figure 3.10). Nous
proposons que ce facteur soit l’IL-6 puisqu’un anticorps neutralisant dirigé contre le
récepteur de l’IL-6 inhibe l’activation tardive de STAT3 en réponse à la thrombine dans les
cellules HeLa (figure 3.10). En raison de la spécificité de l’anticorps neutralisant, il s’est
avéré impossible de confirmer cette hypothèse dans les VSMCs (Pelletier et al., 2003).
Bien qu’il reste à identifier le ligand nécessaire à l’activation tardive de STAT3 dans les
VSMCs, il est important de constater que tout comme la première phase d’activation, cette
deuxième phase requiert aussi l’activité de Rac en réponse à l’Ang II et la thrombine
(Pelletier et al., 2003). Il a été proposé qu’une forme constitutivement active de Rac active
la voie Jak STAT par la synthèse de l’IL-6 dans les HeLa (Faruqi et al., 2001). Selon le
modèle proposé par le groupe du Dr Nancy Reich (Faruqi et al., 2001), Rac activerait
STAT3 via l’activation du facteur de transcription NF-icB et la transcription de plusieurs
gènes dont celui de l’IL-6. Cependant, la stimulation des VSMCs ou des HeLa par l’Il-6 ne
conduit pas à l’activation de STAT3. En fait, nos données et celles de Faruqi et al.
suggèrent que l’activation de Rac ne conduit pas uniquement à la synthèse de l’Il-6 mais
aussi à la synthèse de son récepteur dans les HeLa (Faruqi et al., 2001) (Figure 5.1). La
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stimulation des VSMCs par l’Ang II ou la thrombine conduit également à
l’augmentation de l’expression de l’IL-6 et de son récepteur Œ (Figure 5.1). En plus
d’influencer l’expression de l’IL-6, l’Ang II et la thrombine stimulent aussi l’expression de
l’IL-ll sur une période plus longue. Cependant, la stimulation des VSMCs par ces
agonistes n’influence pas l’expression de gpl3O (Figure 5.1). Ainsi, ces observations
laissent suggérer que l’activation tardive de STAT3 par l’Ang II et la thrombine requiert à
la production d’IL-6 et même d’IL-11.
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Figure 5.1. Rac, tout comme l’Ang Il ou la thrombine induit l’expression du récepteur Œ de l’IL
6 (IL-6RŒ) dans les cellules HeLa et les VSMCs. A. La transfection de RaclVl2 dans les Hela
conduit à l’augmentation de l’expression de I’IL-6 et du récepteur de ‘IL-6 (Tiré de Faruqui et al.,
2001). B. La stimulation des VSMCs par l’ang Il et la thrombine stimule l’expression du récepteur (X
de I’IL-6 et de l’IL-6. Les VSMCs ont été stimulées 30 et 120 min et l’expression de I’lL-6, de gpl3O,
du récepteur de L’IL-6 ainsi que ‘IL-1 1 a été déterminée par RT-PCR.
Bien que l’activation précoce de la voie Jak!STAT par les récepteurs AT1 et PAR-1
requiert une cascade de signalisation impliquant la génération de radicaux libres par Rac,
l’inactivation de phosphatases et finalement l’autophosphorylation des Jaks, il semble que
l’activation tardive, forte et soutenue de STAT3 ne requiert pas la même cascade de
signalisation. L’expression d’une forme active de Rac mène à l’activation de STAT3 dans
les cellules COS-1, les cellules HeLa et les VSMCs (Simon et al., 2000; Faruqi et al., 2001;
Pelletier et aÏ., 2003). Afin d’étudier les voies de signalisation nécessaires à l’activation de
STAT3 par Rac, nous avons eu recours à l’utilisation de mutants constitutivement actifs de
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Rad dont certains acides aminés de la boucle effectrice ont été modifiés (Lamarche et
al., 1996; Tapon et al., 199$). La forme constitutivement active de Rad (RaclL6l) a la
capacité de s’associer à tous les effecteurs cormus de Rac soit la p65PAK, la p670x, la
et POSH, ce qui permet l’activation de ces derniers (Lamarche et al., 1996; Tapon
et al., 199$). En plus cette forme active de Rac permet l’activation du facteur de
transcription NF-KB par un mécanisme jusqu’à présent mal caractérisé (Tapon et al., 1992).
L’introduction d’une alanine au lieu de la phénylalanine en position 37 (Rac1L61A37)
empêche l’interaction entre Rad et i60R0K et l’activation de Rho. Cependant, cette forme
active s’associe et active encore la p65PAK, la p67h0X, POSH et NF-kB (Lamarche et al.,
1996; Tapon et al., 1998). La mutation de la tyrosine 40 en cystéine (Rac1L61C4O)
empêche l’association et l’activation de la p65PAK, POSH et NF-iB alors que
l’association et l’activation de la p16OROK, la p67PHOX et l’activation de Rho demeure
(figure 5.2) (Lamarche et al., 1996; Tapon et al., 1998). Finalement, la substitution en
position 40 pour une lysine conduit à la perte de l’interaction et l’activation de la p6710x et
PAK (Lamarche et al., 1996) (figure 3.9 et 5.2). Ainsi, en réponse à l’expression de ces
différentes formes actives de Rac, nous avons élaboré un modèle dans lequel Jak2 semble
activée principalement par RaclL6l ainsi que les formes Rac1L61A37 et L61C40 bien
qu’à des niveaux légèrement inférieurs. Cependant, la forme L61K40, qui ne s’associe plus
avec la 67Ph0X et qui, par conséquent, ne génère plus de ROS, est incapable de promouvoir
l’autophosphorylation de Jak2. Ces données suggèrent donc que l’activation de Jak2 par
Rac dépend principalement de la p67Phb0c. Ces données corrèlent bien avec le modèle
d’activation précoce des Jaks par l’Ang II ou la thrombine. Cependant, il y a une ombre au
tableau.
L’expression de ces différentes formes actives de Rac ont des effets différents sur la
transcription dépendante des STATs. En effet, l’expression de RaclL6l, Rac1L6YC4O et
Rac1L61K4O activent la transcription dépendante des STATs alors que l’expression de
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Figure 5.2. Les formes mutantes de RacIL6J interagissent avec différents effecteurs de Rac.
Le mutant Rad interagit et/ou mène à l’activation (+) de la p65PAK1, p67phox, p160 ROK, JNK, Rho
et NE-kB alors que Rac1L61A37 interagit et active uniquement la p65PAK, p67phox, et JNK. L’activation
de NF-kB par ce mutant n’est pas encore bien caractérisé. Le mutant Rac1L61C4O interagit et/ou
active la p160 ROK, la p67phox, Rho et le facteur de transcription NE-kB. Le mutant Rac1L61K4O
interagit et active uniquement la p6fphox et Rho. L’activation de NF-kB par ce mutant n’a pas été
étudié.
Rac1L6IA37 en est incapable (figure 5.3). De façon similaire, l’expression de
Rac1L61A37 dans les HeLa ou les COS-1 est incapable d’activer la transcription STAT
dépendante alors que le mutant Rac1L61K4O ou la forme constitutivement active
(RaclL6l) l’est encore (Simon et al., 2000; Faruqi et al., 2001) (Voir figure 5.3). Ces
résultats indiquent que bien que l’activation de la p67°’ soit essentielle à la
phosphorylation rapide des Jaks, il semble que l’activation complète de cette voie de
signalisation en réponse à un Rac actif nécessite l’activation d’autres effecteurs.
L’activité transcriptionnelle dépendante des STATs est augmentée en réponse à un Rac
actif ainsi qu’en réponse aux mutants Rac1L61C4O et Rac1L61K4O mais, elle est peu ou
pas augmentée en réponse à Rac1L61A37 (figure 5.3). Les groupes de Reich et Simon
(Simon et al., 2000; Faruqi et al., 2001) ont aussi remarqué que le mutant Rac1L61A37
n’active plus STAT3 et deux explications différentes ont été apportées pour expliquer ce
phénomène. Les uns proposent que Rac active STAT3 par l’entremise de NF-iB (Faruqi et






Figure 5.3. Les mutants de la boucle effectrice de RaclL6J activent différemment la
transcription STAT dépendante. Les VSMCs ont été tranfectées à l’aide des différents mutants de
Rad L61 ainsi que le gène rapporteur pGL2xIFP53GAS-Luc et l’activité transcriptionnelle des STAT
a été mesurée par l’activité luciférase. On observe que le mutant Rac1L61A37 est le moins puissant
afin de stimuler les STATs contrairement aux mutants 040 et K40(données non montrées). De plus,
l’induction de l’activité transcriptionnelle STAT dépendante est plus faible par ces mutants en
comparaison à RaclL6lwt.
Rac et STAT3 ($imon et al., 2000). Contrairement à ces données, nos résultats indiquent
que Rac, par l’activation de la Rho-kinase, active STAT3 et que cette kinase joue un rôle
important dans l’activation de STAT3 par les agonistes Ang II et Thrombine (figure 5.4).
En fait ces allégations sont supportées par 1) l’incapacité de Rac1L61A37 à activer la
transcription dépendante des STATs et 2) l’inhibition de la phosphorylation sur la tyr7O5 de
STAT3 en réponse à l’Ang II ou la thrombine en présence de Y-27632, un inhibiteur de la
Rho-Kinase (Uehata et al., 1997) (Figure5.4). Pour le moment, il nous est impossible de
spécifier à quel niveau la Rho-kinase joue un rôle dans l’activation de STAT3. Cependant,
il est fort à parier qu’elle est responsable de la transcription du facteur autocrine. Peut-être
est-elle est responsable de l’activation de NF-kB qui, selon certains, joue un rôle majeur
dans l’activation de STAT3 par la forme active de Rac (Faruqi et al., 2001) (Figure 5.5).
Il reste beaucoup à faire afin de définir les mécanismes d’activation de la voie Jak!STAT
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Figure 5.4. La Rho-kinase est en partie requise à l’activation de STAT3 en réponse aux
agonistes Ang li et thrombine. A. Les VSMCs ont été prétraitées 1h en absence ou en présence de
Y-27632 (lOpM) et ensuite stimulées par l’Ang Il ou la thrombine pour les temps indiqués.
L’activation de STAT3 a été mesurée à l’aide de l’anticorps phosphospécifique dirigé contre la tyr7O5
de STAT3. B. Les HeLa ont été prétraitées ou non durant 1h avec le Y-27632 et ensuite stimulées
avec la thrombine pour les temps indiqués et l’activation de STAT3 a été mesurée comme en A.
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Figure 5.5. Hypothèse de travail concernant le mécanisme d’activation de la voie JakISTAT
par la petite protéine G Rac. L’activation de Rac entraîne l’activation de la Rho-kinase. Cette
dernière entraîne l’activation de NE-KB et l’expression du gène de l’IL-6 et/ou du récepteur de L’IL-6.
Ceci a pour effet de reconstituer la voie IL-6!IL-6R!JakISTAT.
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engendrées par Rac qui mène à l’activation de la voie Jak/STAT, il faudra aussi définir
le mécanisme d’activation de Rac par ces GPCRs.
L’activation de Rac en réponse à l’Ang II ou la thrombine a fait l’objet de très peu d’études
(Seshiah et al., 2002). En réponse à d’autres agonistes de GPCRs, Rac est activée par
l’entremise des protéines (Benard et al., 1999; Geijsen et al., 1999; Belisle & Abo,
2000). Par exemple, dans les cellules endothéliales, les sous-unité 3y des protéines GŒj ainsi
que la P13-kinase semblent impliquées dans ce mécanisme (Brass & Molino, 1997; Geijsen
et al., 1999; Belisle & Abo, 2000). Le produit de la P13-kinase, le PtdInsP3 serait
responsable de l’activation de Rac. Récemment, Welch et al. ont cloné un nouveau GEF (P
Rexl) qui est activé par les sous-unités y des protéines G,0 ainsi que par le produit de la
P13-kinase, le PtdInsP3(Welch et al., 2002). En plus de ce GEF, les membres de la famille
Vav et Tiaml sont aussi activés par le PtdInsP3 (Fleming et al., 2000; Das et al., 2000). Il
est fort à parier que l’un de ces trois GEF est responsable de l’activation de Rac et
subséquemment de l’activation de la voie Jak!STAT en réponse à l’Ang II ou la thrombine
dans les VSMCs. De façon intéressante, des résultats préliminaires suggèrent que
l’activation de STAT3 par l’Ang II est relayée, du moins en partie, par une cascade de
signalisation impliquant la P13-kinase (Figure 5.6).
5.1.3. Activation de la voie Jak/STAT par les GPCRs
Les récepteurs couplés aux protéines Gaq OU (Guq/iPCRS), comme les récepteurs PAR-1
et AT1, activent la voie Jak!STAT par l’entremise de petites protéines G de la famille Rho
(Pelletier et al., 2003). Longuement décrite dans les paragraphes précédents, l’activation de
la voie Jak/STAT (principalement Jak!STAT3) par ces récepteurs comporte deux phases:
l’une rapide et directe et l’autre tardive requérant l’expression d’un ou plusieurs facteurs
autocrines. À l’inverse, les agonistes de GasPCRs comme l’isoprotérénol ou la
prostaglandine E1 (PGE1) sont incapables d’activer rapidement les Janus kinases 1 et 2 ou
, même Tyk2 (Giasson et al., 1997) (figure 5.7). Au contraire, le prétraitement des VSMCs
par l’isoprotérénol, la PGE1, le rolipram ou la forskoline interfère avec l’activation de Jak2
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Figure 5.6. Implication de la P13-kinase dans l’activation à long terme de la voie JakISIAT par
les GPCRs. Les VSMCs ont été prétraitées par le LY294002 (5OpM) durant 1h et ensuite stimulées
par l’Ang Il pour les temps indiqués. L’activation de STAT3 a été déterminée à l’aide de l’anticorps
phosphospécifique contre la tyrosine 705 phosphorylée.
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Figure 5.7. L’augmentation d’AMP cyclique inhibe l’activation des Jaks par I’Ang II. A.
L’isoprotérénol est incapable d’activer Jak2 et Tyk2 dans les VSMCs. B. Le prétraitement des
VSMCs par des agents qui augmentent I’AMP cyclique interfère avec l’activation de Jak2 et Tyk2
dans les VSMCs.
et Tyk2 en réponse à l’Ang II (Giasson et al., 1997; Meloche et al., 2000) (Figure 5.7). Des
travaux préliminaires ont démontrés que l’élévation d’AMP cyclique dans les VSMCs
prévenait l’action hypertrophique de l’Ang II et que ces effets sont associés à une perte de
phosphorylation en tyrosine des protéines Tyk2 et paxilline (Giasson et al., 1997). Par la
suite, nous avons démontré que la perte de phosphorylation en tyrosine de Tyk2 était
associée à la perte de phosphorylation des tyrosines de la boucle activatrice de Tyk2
(Meloche et al., 2000). Plusieurs mécanismes ont alors été proposés afin de décrire ce
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Figure 5.8. La simulation à long terme des VSMCs par l’isoprotérénol ou la forskoline conduit
aussi à l’activation de STAT3 dans les VSMCs. A. Les VSMCs ont été stimulées par
l’isoprotérénol (10 pM) ou la forskoline (10 pM) pour les temps indiqués et l’activation de STAT3 a
été mesurée à l’aide de l’anticorps phosphospécifique contre la tyrosine 705 phosphorylée. B. Les
VSMCs ont été transfectées avec les plasmides pGL-2xIFP53GAS-luc avec pcDNA3.1-His/LacZ. 48
h suivant la transfection, les cellules ont été stimulées avec la forskoline (10 jM) ou l’isoprotérénol
(10 pM) pour les temps indiqués et l’activité luciférase a été déterminée tel que décrit dans (Pelletier
et aI., 2003). C. Les VSMC5 ont été prétraitées en présence ou non d’actinomycin D (ActD, 50 pg!ml)
1h et ensuite stimulées avec la forskoline (10 pM) ou la thrombine (1 U/ml) pour les temps indiqués.
L’activation de STAT3 a été déterminée à l’aide de l’anticorps phosphospécifique contre la tyrosine
705.
L’isoprotérénol et la PGE1 sont incapables d’activer rapidement la voie Jak!STAT dans les
VSMCs comme le font les agonistes de Gqii ou G10PCRs (figure 5.7). À la lumière de nos
.
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résultats, ceci peut être dû à l’incapacité de l’isoprotérénol ou de la PGE1 d’activer Rac et à
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générer des ROS. Cependant, l’activation du récepteur 2-adrénergique par
l’isoprotérénol de même que l’activation d’AC par la forskoline sont capables d’activer
STAT3 après plusieurs heures de stimulation.
En réponse à un traitement prolongé à l’isoprotérénol ou à la forskoline, STAT3 est
phosphorylée sur la Tyr705 et on observe une augmentation de la transcription dépendante
de STATs (figure 5.8). Tout comme la deuxième phase d’activation de $TAT3 par l’Ang II
et la thrombine, l’augmentation d’AMP cyclique intracellulaire conduit aussi à l’activation
de STAT3 par le biais d’un facteur autocrine (figure 5.8). Contrairement au mécanisme
requis par l’Ang II ou la thrombine, la Rho-kinase n’est pas impliquée dans ce processus
(donnée non présentées). En fait, il est fort à parier que l’AMP cyclique active STAT3 via
l’activation de la protéine kinase A et favorise la transcription du gène de l’IL-6 (Dendorfer
et al., 1994; Dendorfer et al., 1995; Grassl et al., 1999). De plus, nous avons observé une
augmentation de l’expression de 1’IL-6 et de l’IL-l 1 en réponse à la forskoline (Figure 5.9).
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Figure 5.9. La stimulation des VSMCs par l’Ang Il, la Thrombine et l’élévation d’AMP cyclique
stimule l’expression de l’lL-6 et de l’IL-ll. Les VSMCs ont été stimulées 30, 60 et 120 min par
lAng Il, la thrombine (Throm) ou la forskoline (Forsk) et l’expression de I’IL-6, de l’IL-l 1 et de gpl3O
a été déterminée par RT-PCR.J
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5.1.4. Activation de la voie JakISTAT par les RTKs.
L’activation de la voie JaIdSTAT n’est pas une propriété unique des cytokines ou des
GPCRs. Cette voie est aussi activée en réponse à certains facteurs de croissance dont l’EGF
et le PDGF tIlle, 1996). Jusqu’à présent, plusieurs modèles ont décris l’activation des
STATs en réponse à ces récepteurs. Il a été suggéré qu’en réponse à l’EGF, les STATs 1, 3
et 5 sont activées et il semble que l’activation de ces STATs est indépendante des Jaks
(IhIe, 1996). Des travaux récents suggèrent aussi que l’activation de la voie JakISTAT par
l’EGF requiert l’activation de Rac (Simon et al., 2000).
5.2. Rôles biologiques de la voie Jak/STAT dans la réponse aux GPCRs
La voie de signalisation JakISTAT est associée presqu’exclusivement aux effets
physiologiques des cytokines de Type I et II (Leonard & O’Shea, 1998; O’Shea et al.,
2002). Il est maintenant évident que cette voie de signalisation est aussi activée par certains
GPCRs et RTKs. Cependant le rôle de cette voie de signalisation en réponse aux GPCRs et
RTKs n’est pas encore bien défini.
5.2.1. Rôle de STAT1 dans la réponse à l’Ang II
STAT1 est activée en réponse à plusieurs cytokines mais semble jouer un rôle essentiel et
non redondant uniquement en réponse aux IFNs (Meraz et al., 1996; Durbin et al., 1996).
Les IFNs ont généralement un rôle négatif sur la croissance cellulaire. Cette action
antiproliférative est due à l’activation de STAT1 puisqu’en son absence, les IFNs peuvent
promouvoir la croissance (Nguyen et aÏ., 2000).
Le rôle des STATs en réponse aux GPCRs est à ce jour peu caractérisé. Évidemment, le
rôle de chacune de ces STATs l’est encore moins. L’Ang II est une hormone qui induit la
synthèse protéique globale dans les VSMCs (Servant et al., 1996). Cependant, elle est un
mitogène faible en comparaison au PDGF-BB (Servant et al., 2000). L’Ang II n’est pas le
seul agent hypertrophique dans les VSMCs. La thrombine, l’endothéline, la bombésine,
l’EGF ainsi que plusieurs autres agonistes stimulent la synthèse protéique dans les VSMCs
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(Huckle & Earp, 1994; Andrawis et al., 1996) et donnés non présentées). Cependant, si
nous comparons la puissance de l’Ang ii à celle de la thrombine sur l’induction de synthèse
protéique dans les VSMCs, il apparaît que la thrombine est légèrement plus puissante que
l’Ang II (données non présentées). L’Ang II et la thrombine activent toutes deux les mêmes
voies de signalisation, à l’exception de STAT1. Ainsi, en raison de l’action antiproliférative
de STAT1, il est tentant de spéculer que cette légère différence soit due à l’activation de ce
facteur de transcription. Par contre, les donnés recueillies à ce jour par le groupe de
Marrero, suggèrent que STAT1 joue un rôle essentiel dans l’action hypertrophique en
réponse à l’Ang II (Marrero et al., 1997). Cependant, les données recueillies par ce groupe
sont préliminaires et une étude beaucoup approfondie du rôle de cette STAT en réponse à
l’Ang II doit être effectuée.
Afin d’étudier le rôle de STAT1 dans la réponse à l’Ang II, diverses approches peuvent être
envisagées en tenant compte de la difficulté à transfecter les VSMCs. La mise au point de
vecteurs rétroviraux encodant différentes protéines SOCS (SOCS-1, 3 et 6) permettra
vraisemblablement d’indiquer le rôle général de la voie Jak/STAT en réponse aux agonistes
de GPCRs comme 1’Ang II et la thrombine. Afin d’étudier le rôle spécifique de STAT1 en
réponse à l’Ang II, un vecteur rétroviral encodant un RNAi (siRNA, small interfering RNA)
dirigé contre STAT1 devrait permettre de diminuer considérablement son expression.
Ainsi, il sera possible de juger de son implication sur l’action hypertrophique, la migration
et éventuellement la contraction de vaisseaux sanguins ou bien même le rôle in vivo de
cette STAT en réponse à l’Ang II. Plus intéressant encore, des souris déficientes en STAT1
sont disponibles (Meraz et al., 1996). Grâce à ces souris, il serait relativement simple
d’étudier le rôle de cette STAT en réponse à l’Ang II in vivo et in vitro. En effet, l’isolation
de VSMCs de ces souris permettrait d’étudier le rôle de cette STAT sur la croissance ainsi
que la migration des VSMCs en réponse aux GPCRs ainsi que d’autres facteurs de
croissance.
5.2.2. Rôles de STAT3 en réponse à l’Ang II et la thrombine
e
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A l’inverse de STAT1, $TAT3 joue un rôle essentiel lors du développement
embryonnaire puisque les souris déficientes en STAT3 meurent au jour 7.5 de gestation
(Takeda et al., 1997; Akira, 1999). STAT3 joue un rôle important dans divers processus
cellulaires comme la migration, la croissance et la survie cellulaire ainsi que dans le
développement de certains cancers (Sakai & Kraft, 1997; Sano et al., 1999; Bowman et aï.,
2000; Levy & Gilliland, 2000; Grad et al., 2000). De plus, la simple dimérisation de
STAT3 peut conduire à la transformation de fibroblastes (Bromberg et al., 1999).
Tel que mentionné ci haut, l’Ang II et la thrombine sont des agents hypertrophiques dans
les VSMCs (Weiss & Maduri, 1993; McNamara et al., 1993; Servant et al., 1996). En
raison du rôle de STAT3 sur la croissance et la survie cellulaire, il est possible que l’action
hypertrophique de l’Ang II et de la thrombine requièrent l’activation de cette STAT.
Cependant, tout comme pour STAT1, le rôle de ce facteur de transcription en réponse aux
GPCRs demeure mal caractérisé. Certaines données suggèrent que cette STAT joue un rôle
dans l’action hypertrophique de l’Ang II (Marrero et al., 1997).
De façon similaire à STAT1, un vecteur rétroviral encodant un RNAi dirigé contre STAT3
permettrait d’évaluer l’implication de cette STAT sur l’action hypertrophique, la migration
et la contraction de vaisseaux sanguins. De même, le rôle in vivo de cette STAT dans la
resténose post-angioplastie ou autres pathologies vasculaires pourrait être étudié.
Une autre approche consisterait à développer des souris déficiente en STAT3 dans les
VSMCs à l’aide de la technologie Cre-Lox. Des souris transgéniques exprimant la Cre
recombinase dans les VSMCs existent déjà (Kuhbandner et al., 2000). De plus, des souris
dont le gène encodant STAT3 flanqué de sites LOX sont aussi disponibles (Akira, 1999;
Sano et al., 1999; Chapman et al., 1999; Akira, 2000; Chapman et al., 2000; Alonzi et al.,
2001; Schweizer et al., 2002). Ainsi, par le croisement de ces deux souches de souris, il
serait possible de générer des souris déficientes en STAT3 au niveau des cellules
musculaire lisses ce qui permettrait d’étudier le rôle in vivo de STAT3 dans le
développement du lit vasculaire ainsi qu’en réponse à l’Ang II, la thrombine ou tout autre
agoniste. De plus, ces souris pourraient servir à plusieurs autres groupe de recherche
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travaillant sur d’autres tissus contenant du muscle lisse comme les voies respiratoires et
l’appareil digestif.
5.3. Régulation croisée négative entre l’AMP cyclique et l’activation de Tyk2
par l’Ang II.
L’activation de Tyk2 par l’Ang II est contrecarrée par l’augmentation d’AMP cyclique
intracellulaire (Giasson et al., 1997; Meloche et al., 2000). Cette action antagoniste de
l’AMP cyclique est relayée par la PKA puisque deux inhibiteurs de cette kinase renversent
l’action inhibitrice de l’AMP cyclique sur l’activation de Tyk2 par l’Ang II. Plusieurs
hypothèses ont été mises de l’avant afin d’expliquer cette régulation négative. Nous avions
alors proposé que 1) la PKA pourrait phosphoryler Tyk2 et la rendre inactive; 2) la
signalisation par l’AMP cyclique pourrait augmenter l’expression d’un régulateur négatif
de la voie JakJSTAT, en l’occurrence une protéine de la famille SOCS; 3) l’AMP cyclique,
via la PKA pourrait activer une PTP; et finalement 4) l’AMP cyclique pourrait interférer
avec l’activation des kinases par un nouveau mécanisme (Figure 2.6).
Plusieurs expériences ont été planifiées afin de vérifier ces hypothèses. Suite à ces
expériences, il nous a été possible de démontrer que l’expression d’une SOCS ou de tout
autre régulateur négatif n’était pas impliqué dans ce processus puisque l’action antagoniste
de l’AMP cyclique n’est renversée par un inhibiteur de la transcription (figure 5.10). Aussi,
il nous a été impossible de montrer que Tyk2 était phosphorylée par la PKA in vitro.
Certains résultats nous ont laissé croire que l’action antagoniste de l’AMP cyclique sur
l’activation de Tyk2 se situait en amont de l’activation de la tyrosine kinase et qu’elle
impliquait possiblement l’activation de PTPs. Cependant, nos résultats n’ont jamais été
parfaitement concluants. Malgré tout, ils ont permis de démontrer l’existence d’une
régulation croisée négative entre l’AMP cyclique et Rac, un joueur clé dans l’activation de
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Figure 5.10. L’inhibition de l’activation de Jak2 et de Tyk2 par la forskoline ne requiert pas la
synthèse et l’expression d’un régulateur négatif. A. Les VSMCs ont été prétraitées en présence
ou non d’actinomycin D (50 pg/mI) ou de cycloheximide (50 pglml) pour 1h et ensuite traitées à la
forskoline (10 pM) pour 1 h. Suite à ces préincubations, les VSMCs ont été stimulées par l’Ang II
(100 nM) pour 3 min et l’activation de Jak2 et Tyk2 a été mesurée à l’aide d’anticorps
phosphospécifiques dirigés contre la forme active de Jak2 ou Tyk2. B. Quantification de A. C. La
CHX ou l’ActD n’affecte pas l’expression de Jak2 ni de Tyk2 dans les conditions expérimentales
utilisées.
5.4. Régulation croisée négative entre 1’AMP cyclique et Rac
L’élévation d’AMP cyclique dans les VSMCs conduit à des changements morphologiques
dramatiques. Ces changements morphologiques sont connus sous le nom d’arborisation
(arborization), de phénotype de l’AMP cyclique (cAMP phenotype) ou encore de stellation
(stetiation) (Padmanabhan & Shelanski, 1998). Nous avons démontré que ces changements
morphologiques sont associés à l’inhibition de la petite protéine G Rac. En fait, nos données
indiquent que l’AMP cyclique, par un mécanisme impliquant la PKA, inhibe l’action de la
petite GTPase Rac Cette inhibition entraîne la perte d’activite de la Rho-Kinase avec
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comme résultat la modification de l’organisation de l’actine filamenteuse et
l’arborisation des VSMCs (Pelletier et al., 2003b). L’inhibition de Rac par I’AMP cyclique
et les changements morphologiques qui en découlent sont fort intéressants, mais ils ne sont
que la pointe de l’iceberg. À notre avis, l’inactivation de Rac par l’AIvIP cyclique a un
impact majeur sur la croissance, la migration (chimiotactisme, invasion), la phagocytose
ainsi que plusieurs autres fonctions cellulaires où Rac joue un rôle de premier plan.
5.4.1. Rac et croissance cellulaire.
Les GTPases de la famille Rho sont essentielles à la croissance cellulaire. La progression
dans le cycle cellulaire dépend des Cdks (Çyclin-dependent kinases) dont l’activité varie au
cours du cycle cellulaire (Sherr, 1996). La progression de la phase G1 à S requiert
l’activation de Ras. Ras active la cascade Raf-MEK-ERK qui est responsable de
l’activation de Cdk4 et Cdk6 tôt dans la phase G1 par l’entremise de l’expression du gène
de la cycline Dl et l’assemblage des complexes cyclineD-Cdk4/6 (Cheng et al., 1998;
Kerkhoff & Rapp, 1998). Ras n’agit pas seul dans ce processus. Rac est un partenaire
essentiel. Rac, via l’activation de NF-icB, est requis afin d’induire suffisamment
l’expression de la cycline Dl, qui est requise pour l’entrée en phase S (Joyce et al., 1999).
Ainsi il est proposé que l’activation de Rac, en collaboration avec la cascade des MAP
kinases ERK1 et 2, mène à la production nécessaire et suffisante de cycline Dl pour
stimuler la transition GuS. La capacité de Rac à coopérer avec Ras réside dans sa capacité
à générer des ROS (Irani et al., 1997). Dans les VSMCs, l’inhibition de la production de
ROS empêche Rac d’activer le promoteur de la cycline Dl (Page et al., 1999). Comme le
prétraitement des VSMCs par la forskoline ne prévient pas l’activation des MAP kinases
ERK1 et 2 (Atfi et al., 1997; Giasson et al., 1997) (données non montrées), il est possible
de croire que, contrairement à ce qui est observé dans plusieurs types cellulaires, (Cook &
McCormick, 1993; Stewart et al., 1999; Wang et al., 2001; Boucher et al., 2001; Schmitt &
Stork, 2001; Lee et al., 2001; Enserink et al., 2002), l’AMP cyclique inhibe la croissance
des VSMCs en interférant non pas avec l’activation des MAP kinases mais plutôt avec celle
deRac.
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5.4.2. Migration des VSMCs.
Rac et Cdc42 jouent un rôle très important dans la migration cellulaire puisqu’elles sont
responsables de générer la force motrice ainsi que la polarisation des cellules lors de la
migration dirigée (chimiotactisme) (Nelson et al., 1995; Allen et al., 1998; Nobes & Hall,
1999). Le rôle de Rho dans la croissance cellulaire est moins clair.
La migration cellulaire est impliquée dans une multitude de processus cellulaires
physiologiques ainsi que pathophysiologiques. En plus de la formation de métastases et de
réactions inflammatoires incontrôlées comme l’asthme ou l’arthrite, la migration cellulaire
est aussi impliquée dans diverses pathologies vasculaires dont la resténose post-angioplastie
ou tout simplement la sténose (Welt & Rogers, 2002). Ces pathologies sont très semblables
et requièrent toutes deux la prolifération et la migration des VSMCs, ainsi que l’infiltration
de leucocytes etc. L’augmentation d’AMP cyclique dans les VSMCs réduit
considérablement la resténose post-angioplastie en diminuant la croissance, la migration
ainsi que l’hypertrophie des VSMCs (Indolfi et al., 1997; Indolfi et al., 2000; Alt et al.,
2000). De plus, l’AMP cyclique inhibe aussi l’infiltration des leucocytes ainsi que leur
activation (Naik, 1984; Underwood et al., 1993; Alves et al., 1996). À la lumière de ces
observations, il est fort probable que les effets bénéfiques de 1’AMP cyclique soient
associés, du moins en partie, à l’inhibition de Rac.
5.4.3. Rho GTPases et contraction des VSMCs
La contraction des VSMCs est principalement associée à l’activation de Rho et de Rho-
kinase (Uehata et al., 1997; Narumiya et al., 2000; Etienne-Manneville & Hall, 2002).
L’action vasodilatatrice de l’AMP cyclique dans les VSMCs est probablement associée à
l’inhibition de Rho puisque que Rac et Cdc42 semblent peu impliquées dans ce processus
(Etienne-Manneville & Hall, 2002). Cependant nos résultats (Chapitre 3) soulèvent





5.4.4. Mécanisme d’inhibition de Rac par 1’AMP cyclique.
Nos donnés démontrent que l’activation de la PKA par l’AMP cyclique est responsable de
changements morphologiques majeurs dans les VSMCs (Pelletier et al., 2003b). Nos
données indiquent aussi que l’inhibition des effets de Rac par l’AMP cyclique se situe en
amont ou directement au niveau de Rac. En effet, l’expression d’une forme active de Rac
(RaclL6l) renverse les effets de l’AMP cyclique sur la morphologie cellulaire. Il est à noté
que l’expression d’une forme active de Cdc42 (Cdc42L6l) renverse aussi la stellation
induite par l’aMP cyclique. Cependant, l’expression d’une forme active de RhoA
(RhoAL63) conduit principalement à l’arrondissement des cellules. De plus, nos résultats
indiquent que le prétraitement des VSMCs par la forskoline prévient la liaison du GTP à
Rac puisque cette dernière ne peu plus lier la protéine de fusion GST-PAK-CRTB (Figure
4.5). Cependant, nos données n’indiquent pas à quel niveau l’AMP cyclique (par l’entremise
de la PKA) interfère avec l’activation de Rac.
Plusieurs mécanismes peuvent conduire à l’inhibition de Rac par l’AMP cyclique. Il est
possible que l’activation de la PKA inhibe l’activité d’un GEF ou bien qu’elle augmente
l’activité d’une GAP. Dans les deux cas, ceci aurait pour effet de diminuer la liaison de
GTP à Rac. Cependant, puisque le GEF responsable de l’activation basale de Rac (ou celui
activé par l’Ang II) dans ces cellules n’est pas identifié, il est difficile l’évaluer l’impact
qu’aurait l’AMP cyclique sur son activité. Ainsi, le manque de connaissance de ce GEF, tout
comme les voies de signalisation menant à son activation, sont un obstacle majeur à la
compréhension des effets négatifs de l’AMP cyclique sur l’activation de Rac. De façon
similaire, la méconnaissance des GAPs responsables de l’hydrolyses du GTP en GDP de
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Figure 5.11. Hypothèse de travail concernant le mécanisme d’activation de la voie JakISTAT
par la petite protéine G Rac. L’activation de la voie Jak/STAT par les GPCRs semble complexe et
requérir plusieurs cascades de signalisation. Nous proposons que l’activation de la P13-kinase active
certains GEFs (ex. Vavi, 2 et/ou 3, Tiami ou bien P-Rexl). Ces derniers entraînent l’activation de
Rac qui, à son tour, active la Rho-kinase ainsi que la NADPH oxydase. D’une part, ceci conduit à
l’inhibition de PTPs et d’autre part à l’activation de NF-KB et l’expression du gène de ‘IL-6 et/ou du
récepteur de L’lL-6. Ceci a pour effet de reconstituer la voie lL-6/IL-6R/Jak/STAT.
Suite à l’observation que l’inhibition de la PI-3 kinase par le LY294002 inhibe aussi
l’activation de STAT3 par l’Ang II, nous proposons qu’un GEF, activable par les produits de
la P13-kinase, puisse être responsable de l’activation de Rac et par la suite STAT3 selon le
modèle proposé à la Figure 5.11. De façon intéressante, l’incubation de VSMCs en
présence de LY294002 conduit à des changements morphologiques identiques à ceux
observés en présence de forskoline ou d’isoprotérénol (figure 5. 12). Ces données
suggèrent que l’AMP cyclique puisse interférer dans l’activation de cette lipide kinase. En
accord avec cette hypothèse, l’inhibition du Burst oxydatif dans les éosinophiles par
, l’élévation d’AMP cyclique est associé à l’inhibition de l’activité P13-kinase (Ahmed et al.,



















Figure 5.12. L’inhibition de la P13-kinase induit la stellation des VSMCs. Les VSMCs ont été
traitées en présence de DMSO (0,1%), de LY294002 (50 M) ou de forskoline (10 pM) pour les
temps indiqués et les cellules ont été observées à l’aide d’un microscope à contraste de phases.
morphologiques. Jusqu’à présent, trois GEFs (et leurs sous-type s’il y a lieu) sont activés par
les produit de la P13-kinase. Ces GEFs sont Vav (Vavi, Vav2 et Vav3), Tiami et P
Rexl(Fleming et aL, 2000; Das et al., 2000; Welch et al., 2002).
5.4.5. Une voie de signalisation Rac-ROCK.
Nos résultats suggèrent aussi que Rac active la Rho-kinase. Découverte suite à un criblage
par double hybride ayant comme appât une forme active de Rho, la Rho-kinase a été
longtemps reconnue pour être spécifiquement activée par Rho (Leung et al., 1995; Leung et
al., 1996; Matsui et al., 1996; Nakagawa et al., 1996). Cependant, des données plus
récentes indiquent que la Rho-kinase peut lier une forme active de Rac (Lamarche et al.,
1996). Nos travaux indiquent aussi qu’une forme active de Rac s’associe à une protéine de
fusion comportant le domaine de liaison à Rho de ROCK (GST-ROK-Rho-Binding
domain) (donnés non présentées). L’activation de ROCK par Rac est requise afin de contrer
les effets de l’AMP cyclique sur les VSMCs (Chapitre 3, Pelletier et al., 2003b). Aussi, il
semble que cette kinase soit aussi impliquée dans l’activation tardive de STAT3 par les
GPCRs (Pelletier et al., 2003). Nos résultats, ainsi que ceux obtenus par Lamarche et al.,
O
1996 et Vincent et al.,1997, sont les premiers à proposer que la Rho-kinase soit aussi un
effecteur physiologique de Rac.
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Comme Rho, Rac induit la polymérisation de l’actine. Cependant, l’activation de Rho












Figure 5.13. l’expression d’un mutant actif de Rho dans les VSMC5 conduit à la formation de


































la voie ]akISTAT par les GsPCRs et le messager













Figure 5.16. L’élévation d’AMP cyclique affecte l’activation de Rac et ainsi l’activation rapide
de le voie ]akISTAT, la progression dans le cycle cellulaire, la migration cellulaire.
e
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Rac à la formation d’actine filamenteuse au pourtour des VSMCs (Pelletier et al.,
2003b). Dans les deux cas, la Rho-kinase semble requise. Par contre, l’activation de cette
kinase mène à deux formes distinctes d’organisation de l’actine filamenteuse. Il est possible
que la localisation des petites protéines G joue un important dans ce phénomène. Ces
dernières pourraient influencer la localisation de la kinase et conduire à la polymérisation






Nos travaux ont conduit à l’identification de nouveaux mécanismes de transmission de
signaux intracellulaires qu’empruntent les GPCRs afin d’activer la voie de signalisation
Jak/STAT. Nous avons identifié Rac comme un élément clé de l’activation de cette voie de
signalisation (Figure 5.14 et 5.15). Cependant les détails du mécanisme restent encore à
élucider. L’identification de Rac dans ce processus nous a aussi permis d’élaborer un
modèle expliquant les effets inhibiteurs de l’AMP cyclique sur l’activation rapide des Iaks
par l’Ang II. Nos travaux indiquent que l’élévation d’AMP cyclique empêche l’Ang II
d’activer Rac et par conséquent Tyk2 et Jak2. Finalement, l’inhibition de la voie Rac-Rho
kinase par l’AMP cyclique conduit à la stellation des VSMCs (Figure 5.16).
L’identification de Rac comme joueur central dans l’activation de certaines voies de
signalisation impliquées dans la survie cellulaire, la croissance, la migration, ainsi que la
contraction indique que cette petite protéine pourrait être une cible de choix pour le
développement de substances pharmacologiques visant à inhiber son action. Ainsi, diverses
pathologies comme l’hypertension, l’athérosclérose, la resténose ainsi que diverses
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